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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Virginia Araujo Pereira

A compreensdo da variabilidade da resposta do hospedeiro a infeccao
malarica continua a ser um grande desafio. Fatores genéticos, tanto do hospedeiro
como ambientais, contribuem para essa variabilidade, conferindo resisténcia inata ou
influindo na reposta imune. E possivel destacar como fontes de variabilidade na
susceptibilidade a malaria, fatores inerentes ao hospedeiro, tais como polimorfismos
genéticos que ocorrem em eritrocitos e células do sistema imune. Genes como os de
citocinas e da enzima Oxido nitrico sintase induzida tém um papel importante na
regulacdo da resposta imune e na defesa contra agentes infecciosos. Portanto,
nesse estudo avaliamos os polimorfismos nos genes das citocinas interferon gama
(IFN-y) e interleucina 10 (IL-10), e da enzima Oxido nitrico sintase induzida e sua
influéncia nos niveis plasmaticos e na susceptibilidade a malaria em uma populacéo
da Amazobnia brasileira exposta a infeccdo. Verificamos a frequéncia alélica e
genotipica dos polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP) do IFNG+874T/A, IL10A-
1082G/A, IL10A-592A/C, IL10A-819T/C e NOS2A-954G/C em 267 individuos
residentes em areas rurais e periferia do municipio de Porto Velho, Rondénia. Os
fragmentos especificos de DNA foram amplificados pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), permitindo a deteccdo dos polimorfismos e determinacdo dos
gendtipos. O plasma dos individuos foi usado para mensurar 0s niveis das citocinas
IFN-y e IL-10, e dos radicais de nitrogénio, através do luminex e reacdo de Griess,
respectivamente. Os polimorfismos IFNG+874T/A e NOS2A-954G/C nao tiveram
associacao significativa entre ambos os grupos ou com nenhum dos parametros de

susceptibilidade (doenca clinica, niveis de IFN-y ou radicais de nitrogénio e



parasitemia), exceto uma fraca associacdo do polimorfismo IFNG+874T/A com o
namero de episédios anteriores de malaria. A observacdo de alta frequéncia do
genaotipo heterozigoto AG do polimorfismo IL10A-1082G/A precisa ser confirmado
devido a baixa representatividade deste alelo na populacdo. Na analise dos
polimorfismos do gene IL10A nas posi¢Oes -592 e -819 foi encontrada diferenca
significativa na distribuicdo do genétipo entre os individuos com diagnéstico positivo
e negativo (P= 0,0002). Carreadores do alelo IL10A-592A/-819T (genodtipos AA/TT +
AC/TC) foram mais frequentes entre os individuos com malaria do que nos
individuos negativos, (P= 0,0001). Nesses individuos verificou-se uma associacao
com baixos niveis de IL-10 e também com baixa parasitemia. Além disso, 0s
haplétipos ACC e GTA, formados a partir de combinagbes dos polimorfismos no
gene IL10A, apresentaram associagao significativa, com maior prevaléncia de ACC
no grupo com diagndstico negativo para malaria (P= 0,036) e maior prevaléncia do
GAT no grupo com malaria (P= 0,009). Os resultados do nosso estudo sugerem que
0os polimorfismos IL10A-592A/C e IL10A-819T/C estdo associados a malaria e

influeciam a susceptibilidade a doenca.

Palavras chaves: Malaria; Polimorfismo Génico; Citocinas; Oxido Nitrico.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN PARASITE BIOLOGY

Virginia Araujo Pereira

Understanding the variability of the host response to malaria infection remains
a major challenge. Genetic factors from host and environment, contribute to this
variability, conferring innate resistance or affecting the immune response. It is
possible to highlight as sources of variability in the susceptibility to malaria, factors
inherent to the host, such as genetic polymorphisms that occur in erythrocytes and
cells of the immune system. Some relevant genes such as cytokines and nitric oxide
synthase genes play a key role in the regulation of the immune response and to the
defense against infectious agents. Therefore, in this study we evaluated the
polymorphisms in the genes of interferon gama (IFN-y) and interleukin 10 (IL-10),
and nitric oxide synthase and their influence in serum levels and susceptibility to
malaria in a population from Brazilian Amazon exposed to infection. We verified the
allelic and genotypic frequencies of the single nucleotide polymorphism (SNP),
namely IFNG+874T/A, IL10A-1082G/A, IL10A-592A/C, IL10A-819T/C and NOS2A-
954G/C in 268 individuals from rural areas of the municipality of Porto Velho,
Rondonia State. Specific DNA fragments were amplified by polymerase chain
reaction (PCR), allowing the detection and determination of the polymorphism
genotypes. Plasma was used to measure the levels of IFN-y and IL-10 cytokines,
and nitrogen radicals by Luminex and Griess reaction, respectively. Evaluation of the
IL10A-1082G/A polymorphism showed high frequency of heterozygous AG genotype
in the population, but it was not possible to infer an association of the polymorphism
due to the representativeness of the sample. Investigation of IFNG+874T/A and

NOS2A-954G/C polymorphisms found no association between both groups and with

vii



any parameters of susceptibility (clinical disease, IFN-y or nitrogen radicals levels
and parasitemia) except a weak association of the IFNG+874T/A genotype with the
number of previous episodes of malaria. Significant differences were found in IL10A-
592A/C and -819T/C genotypes distribution between subjects with or without malaria
diagnosis (P= 0.0002). Carriers of IL10A-592A/-819T alleles (genotypes AA/TT +
AC/TC) were more frequent among subjects with malaria than in negative subjects
(P=0.0001). In malaria positive subjects was also observed an association of these
genotypes with low producer of IL-10 and low parasitemia. In addition, the ACC and
GTA haplotypes formed from combinations of polymorphisms in the IL10A gene were
significantly association with higher prevalence of ACC in the group with negative
diagnosis (P= 0.036) and higher prevalence of GTA in the positive group (P= 0.009).
The results of our study suggest that IL10A-592A/C and IL10A-819T/C

polymorphisms are associated with malaria and influence disease susceptibility.

Key words: Malaria; Genetic polymorphisms; Cytokines; Nitric Oxide.
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1. INTRODUCAO

A malaria é uma doenca infecciosa que atinge milhdes de pessoas por ano em todo
o mundo, levando a muitos 6bitos principalmente no continente africano. As duas espécies
de Plasmodium que mais comumente acometem o homem, P. vivax e P. falciparum,
possuem potenciais patogénicos variados. Além do potencial patogénico do parasito,
existem outros fatores, relacionados ao ambiente e ao hospedeiro que sdo importantes na
resisténcia ou susceptibilidade a uma determinada doenca. Assim, a identificacdo de
fatores ligados ao hospedeiro pode aumentar o entendimento das interacdes entre o
parasito e o hospedeiro, assim como de mecanismos envolvidos na patologia e imunidade,
e também pode contribuir para a elaboracédo de novas medidas de controle.

Nos ultimos anos estudos tém demonstrado que grande parte da patologia da
malaria é resultado da ativacdo de vias inflamatorias, resultando em uma producédo
excessiva de citocinas proé-inflamatorias, fazendo-se necessario compreender o0s
mecanismos envolvidos na inducdo e controle destes mediadores para que haja um
equilibrio na resposta imune [1]. Dentro desse contexto, destacam-se os fatores
envolvidos na regulacdo génica da resposta imune, o que inclui os polimorfismos nos
genes codificadores de moléculas, como o complexo principal de histocompatibilidade
(MHC) e as citocinas mediadoras da resposta imune e da inflamacéo. Assim, grande
atencdo tem sido dada aos genes do hospedeiro vertebrado que podem estar envolvidos
em uma resposta inflamatéria exacerbada ou reduzida.

A presenca de polimorfismos em determinados genes tém sido associada a
susceptibilidade ou resisténcia em diversas doengas. O principal polimorfismo no gene
que codifica o IFN-y (polimorfismo IFNG+874T/A) esta localizado no seu primeiro intron,
na posicédo +874T/A, e pode influenciar na producdo de IFN-y. Analises sobre a fungéo
biologica do polimorfismo IFNG+874T/A sugeriram que individuos portadores do alelo T,
selvagem, produzem quantidades normais de IFN-y, enquanto que os portadores do alelo
A, mutante, produzem niveis diminuidos desta citocina, o que pode explicar a frequente
associacao deste alelo com a suscetibilidade observada em varias doencas [2].

Em relacdo a malaria, ha apenas dois estudos que verificam a influéncia do
polimorfismo na posicdo IFNG+874T/A e a resposta imune ou o quadro clinico, entretanto,
apenas um encontrou associa¢do da variante com a susceptibilidade a doenca [3].

Na citocina IL-10, o gene codificante (IL10A) contém uma regido promotora com

pelo menos 5kb, na qual foram descritos mais de 27 polimorfismos. Polimorfismos na



regidao promotora de IL10A formam gendtipos e/ou haplétipos que estao relacionados com
a producdo de niveis aumentados ou diminuidos desta citocina [4]. Polimorfismos na
regido promotora do gene da IL-10 sdo estudados com frequéncia, principalmente os
localizados nas posigcdes -1082A/G, -819T/C e -592A/C. Varios estudos envolvendo a
associacao nos polimorfismos de IL10A e a patogénese aumentada em algumas doencas
infecciosas foram realizados. Na malaria o conhecimento ainda é escasso, todavia
polimorfismos nas posicfes -1082 (IL10A-1082A/G) e -592 (IL10A-592A/C) da regiao
promotora do gene de IL-10 ndo apresentaram associacdo com a suscetibilidade a
infeccdo por P. falciparum em uma populacdo da Tanzania [5]. Algumas variantes na
regido promotora IL-10A -1082A/G, -819T/C e -592A/C) foram relacionadas com 0s niveis
séricos de algumas citocinas (IL-10, TNF-a, IL-6 e IL-12) e com o0 desenvolvimento da
anemia aguda em criancas quenianas que residem em area de transmisséo holoendémica
de P. falciparum. Esses dados mostram que os diferentes hapl6tipos da regido promotora
do gene de IL-10 sdo condicionantes para o desenvolvimento da anemia grave e alteram
0s niveis séricos das citocinas IL-10, IL-12 e TNF-a [6].

Em relacdo ao oxido nitrico (NO), ainda existem poucos estudos relacionando o
polimorfismo génico da enzima iINOS e a malaria, entretanto em um trabalho recente foi
encontrada associagdo entre um maior risco de contrair maléria cerebral e a mutagéo de
um nucleotideo na posicao -84C/G no gene da enzima, NOS2A [7]. Além disso, também
foram descritas associacfes entre a protecao contra a maléria grave e formas polimorficas
da regido promotora em criancas africanas [8]. Entretanto, existem poucas informacdes
sobre a frequéncia de polimorfismos do NOS2A em populacdes brasileiras e nenhum
sobre o seu papel na resposta imune na infeccao de malaria.

Portanto, a identificacdo de polimorfismos em genes que codificam citocinas e
espécies reativas de oxigénio que participam da resposta imune contra o P. vivax e P.
falciparum propostas no presente trabalho, € essencial para determinar se 0s genotipos
identificados podem influenciar nas concentracdes das citocinas, componentes
hematolégicos e também no agravamento de sintomas de individuos infectados. Tendo
em vista que a influéncia desses polimorfismos ainda é pouco estudada no Brasil, o
presente trabalho pode gerar informacgfes de grande relevancia para a compreensao dos
mecanismos genéticos associados a imunidade e fisiopatologia na malaria.

A nossa hipotese é que esses polimorfismos podem resultar em alteragdes nos sitios
de reconhecimento de alguns fatores de transcricdo e exercer influéncia positiva ou
negativa sobre os niveis de producdo de citocinas importantes na resposta imune a

malaria.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1.Cronologia

A maléria afeta a humanidade ao longo de milénios, ja tendo recebido os nomes de
maleita, impaludismo, paludismo e febre ter¢cd ou quartd. A caracteristica intermitente da
febre com episddios que duram de trés a quatro horas, além de aumento perceptivel de
baco permitiu identificar sua presenca ao longo da nossa historia. Assim, foi visto que a
malaria esta descrita em textos religiosos e meédicos da antiguidade, como nos escritos
chineses (3000 a.C.), nas tabuas mesopotamicas (2000 a.C.) e nas escrituras na india
(1800 a.C.). Na Grécia do século V a.C., Hipocrates descreveu o quadro clinico e as
complicacbes da malaria, descartando as superticbes que atribuiam a doenca aos
castigos dos deuses e a presenca dos maus espiritos. Depois dele, a maléaria atingiu
gravemente o Império Romano e foi tema de narrativas por toda a Idade Média.

No século XVI, a malaria chega ao Novo Mundo pelos colonizadores e no século
seguinte, os jesuitas descobriram gque os indigenas utilizavam a casca de arvores nativas
Cinchona spp para curar doencas febris, e a levavam em forma de pé (“p6 dos jesuitas”) o
tratamento que recebeu o nome de Cinchona. O principio ativo desta arvore, a quinina, foi
isolado em 1820 por Petellentier e Caventour e foi a droga eleita para o tratamento e
prevencdo da maléria durante muitos anos.

Ainda nesse periodo a malaria foi associada as regibes pantanosas e alagadicas,
recebendo o nome italiano “mal aire” (mau ar), com a teoria de que a doencga febril era
causada pelo ar insalubre dos miasmas (emanacéo proveniente de substancias animais
ou vegetais em decomposigao).

Apesar de a malaria ser conhecida desde a Antiguidade, foi s6 em 1880 que o
meédico francés Charles Alphonse Laveran, conseguiu ver o parasita microscopico dentro
das células do sangue de um paciente com maléaria. Entretanto, ndo se sabia como o
plasmédio passava de uma pessoa para outra. Em 1897, o inglés Ronald Ross descobriu
gue o mosquito do género Anopheles era 0 agente transmissor: picava uma pessoa com
maldaria, sugava o sangue com o plasmédio e depois, quando picava outra pessoa,
passava 0 plasmaddio para ela. Isso explicava porque a doenca era tdo comum perto dos
pantanos, locais onde existem muitos mosquitos.

Nos escritos médicos do Brasil € possivel identificar a malaria jA no século XVI e,

dai por diante, em toda a histdria médica brasileira, embora ndo existam, até o século XIX,
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registros quantitativos sobre sua prevaléncia. Conhecendo o0 modo de transmissdo, no
século XX, vérios estudos foram dedicados a combater o mosquito vetor da doenca.
Durante a | Guerra Mundial pesquisadores alemdes desenvolveram os antimaléricos
sintéticos pamaquina, mepacrina e cloroquina. Em 1942, Paul Muller desenvolveu um
inseticida poderoso, o DDT (Dicloro-Difenil-Tricloroetano), de grande poténcia e grande
atividade residual e baixo custo, um trunfo para o sonho de erradicar a maléria.

A partir de 1955 a Assembléia Mundial da Saude e a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) lancou a Campanha Mundial de Erradicacdo da Malaria com o intuito de
extinguir a doenca. Até o final dos anos 70, a campanha conseguiu reduzir em 53% o risco
da doenca nas populacfes de areas endémicas. Contudo, nos anos 80, devido as crises
econOmicas, a reducdo da vigilancia no programa de controle, ao aumento do custo do
inseticida, a resisténcia do mosquito ao inseticida e do parasita aos antimalaricos, a
doenca ressurgiu e hoje atinge cerca de cem paises, de modo que a erradicacdo nao era
mais uma meta, e 0os programas de saude adotaram como principal estratégia o controle
da mortalidade e da morbidade, investindo em pesquisa de farmacos e inseticidas mais

eficientes, além da busca por uma vacina eficaz.

2.2.Etiologia e Transmisséo

O agente causador da malaria € um protozoario hemoparasita pertencente ao filo
Apicomplexa, classe Aconoidasida, ordem Haemosporida e género Plasmodium. Apenas
cinco de 172 espécies do género infectam o homem: P. falciparum, P. vivax, P. malariae,
P. ovale e o recentemente inquirido como agente etioldgico, P. knowlesi [9]. O parasita €
transmitido entre humanos pela picada de mosquitos fémeas do género Anopheles,
pertencentes a familia Culicidae. Os anofelinos, comumente conhecidos como mosquito
prego, estdo distribuidos principalmente nas regifes tropicais e subtropicais do mundo,
onde encontram temperatura e umidade ideais no ambiente, fatores necessarios para o
sucesso da transmissdo do parasita durante o repasto sanguineo. Existem
aproximadamente 430 espécies do género Anopheles, e somente 30 a 40 espécies séo
vetores naturais da malaria. Os anofelinos capazes de transmitir a malaria séo
encontrados tanto em areas endémicas de maléaria, quanto em areas em que a doencga ja
foi eliminada. Assim, mesmo essas areas livres da doenca, estdo em constante risco de
reintroducgéo do parasita no ambiente.

Os fatores que afetam a capacidade do mosquito ser um transmissor da maléaria

sdo a susceptibilidade inata ao Plasmodium spp, a escolha do hospedeiro (ndo séo
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exclusivamente antropofilicos ou zoofilicos) e a sua longevidade. Na Africa, a principal
espécie vetora é o An. (Kertezia) gambiae, fortemente antropofilico, e consequentemente
o0 mais eficiente vetor de malaria do mundo. No Brasil, o principal vetor € o An.
(Nyssorhynchus) darlingi, susceptivel ao Plasmodium e antropofilico, e presente em todo o
territério nacional, sendo responsavel pela maioria dos casos no pais.

Pelo fato do plasmaddio, causador da malaria, ser um hemoparasita, a transmissao
da doenca também pode ocorrer por meio de transfuséo de sangue, uso compartilhado de
agulhas e/ou seringas contaminadas, acidentes em laboratérios e hospitais com material

cortante contaminados, além da transmissao congénita.

2.3.Ciclo Bioldgico do Plasmodium spp.

O ciclo do plasmédio € complexo, apresentando duas fases assexuadas no
hospedeiro vertebrado e uma fase sexuada no hospedeiro invertebrado. Todos o0s
plasmaodios que infectam o homem tem um ciclo de vida semelhante.

O hospedeiro vertebrado é infectado quando a fémea do anofelino infectada,
durante o repasto sanguineo, inocula esporozoitas presentes em sua saliva na pele do
hospedeiro. A maioria dos esporozoitas permanece na derme, provavelmente sendo
eliminados por fagocitos, e alguns migram até os capilares sanguineos onde atingem a
circulacdo para chegarem ao figado [10] e outros podem migrar para vasos linfaticos,
chegando aos linfonodos drenantes [11].

Os esporozoitas que chegam ao figado se aderem ao endotélio dos sinusoéides
hepéticos e iniciam o gliding, processo de movimentacdo no qual o parasita desliza até
atravessar a barreira sinusal, provavelmente via células de Kupffer. Os parasitas passam a
migrar através de varios hepatocitos e esse processo parece ser essencial, pois induz a
secrecdo de fator de crescimento dos hepatécitos (HGF) tornando os hepatdcitos mais
susceptiveis a infeccéo [12]. ApGs atingir o parénquima hepatico, o esporozoita se adere
mais firmemente ao hepatdcito, e inicia a formacdo de um vacuolo parasitéforo [13].
Protegidos no vacuolo parasitéforo, os esporozoitas iniciam um processo de maturacéo e
de divisdo celular denominado esquizogonia extraeritrocitica, uma reproducdo assexuada,
na qual esquizontes hepaticos repletos de merozoitas sdo formados. Durante esta etapa
do ciclo a infec¢édo é assintomatica. Quando a infec¢gdo se d& por P. vivax ou P. ovale h4 a
formacdo de formas latentes denominadas hipnozoitas, que vao permanecer nos
hepatdcitos. O hipnozoita pode permanecer dormente por varias semanas a anos, até

reativar, por processos ainda desconhecidos, e causar a “recaida clinica” da doenga [14].
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A fase preé-eritrocitica termina com a liberacdo dos merozoitas, contidos nos esquizontes
hepaticos, pelos hepatdcitos. Esta fase dura seis dias para P. falciparum, oito para P.
vivax e doze a quinze para P. malariae. Os merozoitas sao liberados do figado para a
corrente sanguinea por meio de estruturas vesiculares denominadas de merossomos que
se deslocam pelos sinusoéides hepaticos garantindo a liberacdo de merozoitas diretamente
na circulagédo [15]. Na circulagdo sanguinea os merozoitas encontram os eritrocitos, e o
processo de invasdo se da por meio de interagBes que envolvem o reconhecimento de
receptores especificos. Varias proteinas na superficie do merozoita e no complexo apical
reconhecem receptores localizados na membrana dos eritrocitos. O P. vivax invade
reticulécitos e depende da interacdo com o receptor Duffy para quimiocinas, ao passo que,
P. falciparum invade hemacias de todas as idades e essa interacdo envolve proteinas da
superficie de merozoito que se ligam as sialoglicoproteinas da membrana do eritrécito,
bem como as glicoforinas A e C [16-17].

Dentro dos eritrocitos o parasita forma um novo vacuolo parasitéforo e se diferencia
em anel (trofozoita jovem) que, posteriormente, se diferencia em trofozoita maduro. Os
trofozoitas maduros iniciam um processo de reproducdo assexuada formando
esquizontes, que rompem o eritrécito infectado e liberam merozoitas que atingem
novamente a circulagdo sanguinea. Na circulagdo os merozoitas recém-formados invadem
novos eritrécitos e repetem o ciclo eritrocitico. O rompimento das hemécias e a liberagcéo
dos merozoitas acontecem em intervalos regulares de 48 a 72 horas, de acordo com a
espécie plasmodial, coincidindo com o aumento da temperatura corporal e o aparecimento
de outras manifestacdes clinicas caracteristicas da malaria, ao fim de cada ciclo
eritrocitico [18]. Alguns merozoitas se diferenciam em gametécitos masculinos
(microgametécito) e femininos (macrogametoécito), formas sexuadas do parasita, que
presentes na circulacdo podem ser ingeridos pela fémea do anofelino durante o repasto
sanguineo, dando continuidade ao ciclo no hospedeiro invertebrado.

No interior do mosquito os gametécitos se diferenciam em gametas por meio da
exflagelacdo e realizam o processo de fecundacao, formando o zigoto, fase sexuada do
ciclo do parasita. O zigoto se transforma em oocineto, uma forma movel que penetra a
membrana peritréfica do intestino médio do anofelino e se desenvolve até oocisto. A partir
do oocisto ocorre a esporogbnia (multiplicacdo celular) com formac&o de esporozoitas,
formas infectantes do parasita. Ao romperem 0s oocistos 0s esporozoitas sao liberados na
hemocele e vdo para a glandula salivar do mosquito, podendo ser inoculados no
hospedeiro vertebrado e dando prosseguimento ao ciclo biologico do plasmdédio, como

mostrado na figura 1.
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Figura 1. Ciclo biolégico do Plamodium spp.

2.4.Aspectos Clinicos da Malaria

A principio, todo ser humano € susceptivel a malaria, mesmo aqueles individuos que ja
contrairam a doenca por diversas vezes. Entretanto, as manifestacfes clinicas da doenca
geralmente diferem de pessoa para pessoa variando desde infec¢cdo assintomatica, febre
e calafrios, a complicacdes graves decorrentes do acometimento cerebral, pulmonar e/ou
renal, além de anemia intensa levando a morte, no caso de infeccdo por P. falciparum.

O quadro clinico da malaria € variavel e dependente de uma série de fatores como:
espécie plasmodial infectante, idade, nivel de endemicidade da area, grau de imunidade
do hospedeiro além de fatores genéticos [19].

Os primeiros sintomas da malaria estdo associados com a ruptura dos eritrécitos no
ciclo eritrocitico, desencadeando a resposta imune do hospedeiro e causando a patologia.
A primoinfeccéo €é caracterizada pela ocorréncia de paroxismos febris. Os paroxismos
iniciam-se com calafrios, acompanhados de mal-estar, cefaléia e dores musculares e

articulares. Nauseas e vomitos sédo sintomas frequentes, podendo também ocorrer dor
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abdominal intensa. Em geral, pacientes com infec¢ao por P. falciparum, P. vivax e P. ovale
tém paroxismos febris a cada 48 horas (febre tercd), enquanto aqueles infectados por P.
malariae tém paroxismos a cada 72 horas (febre quartd). Nos individuos que habitam
regides endémicas de malaria, este quadro de paroxismo de febres (paludismo) nao
ocorre, sendo mais comum a ocorréncia de um ou poucos dos sintomas acima descritos.
Sinais clinicos de anemia, esplenomegalia e hepatomegalia geralmente estéo presentes.

A maioria dos casos de malaria grave e de 6bitos € causada pelo P. falciparum, apesar
de existirem relatos cada vez mais frequentes de infecgbes graves pelo P. vivax [20]. A
malaria grave € definida pela OMS quando o paciente com parasitemia tem uma ou mais
das seguintes alteragcbes clinico-patologicas: prostracdo, rebaixamento do nivel de
consciéncia, edema pulmonar ou sindrome da angustia respiratoria aguda (SARA),
convulsdes, choque cardiovascular, sangramento anormal, ictericia, hemoglobinuria, ou
anemia grave (hemoglobina < 50g/L). Criancas, gestantes de areas endémicas e pessoas
de areas nao endémicas compdem o grupo com maior risco de desenvolver a forma grave
da doenca.

Na malaria cerebral, a evidéncia patologica de citoaderéncia de hemacias
parasitadas em cérebros de doentes falecidos e 0s mecanismos responsaveis pela
patogenia da doenca ainda ndo sdo conhecidos. Evidéncias sugerem que diferentes
fatores genéticos podem determinar o risco de individuos expostos a malaria se infectarem
e o risco dos infectados ficarem doentes ou evoluirem para malaria grave. Em areas
consideradas hiper e holoendémicas, onde as pessoas estdo constantemente expostas as
infecgdes, observa-se uma imunidade naturalmente adquirida, mas n&o totalmente
protetora, uma vez que o plasmdédio possui mecanismos de evasao que permitem que ele
consiga infectar o hospedeiro. Porém, esses individuos conseguem desenvolver uma
imunidade clinica, o que leva ao cenario observado em areas endémicas, com maioria dos
casos assintomaticos. Mesmo com a menor probabilidade de desenvolverem maléria
grave, os residentes de area endémica (principalmente criancas) podem ter complicacées
decorrentes de anemia crbnica, esplenomegalia que causa disfuncdo da medula 6ssea e
do sistema imune, e sindrome nefrética por deposicdo glomerular de imunocomplexos
[21].

Além da imunidade naturalmente adquirida, existem também outros fatores ja descritos
por atuarem na prote¢cdo do individuo contra o quadro de malaria grave. Uma das
ilustracdes classicas de que fatores genéticos influenciam na evolucdo e na gravidade da

doenca é o efeito protetor de certas hemoglobinopatias.



2.5.Situacdo mundial da malaria

A cada ano temos uma maior compreensdo da situacdo e das tendéncias da
malaria no cenario global. Mensurando o nimero de casos e de mortes causadas pela
doenca, foi possivel observar uma reducdo de 45% nos casos de O6bito, e 29% na
incidéncia entre os anos 2000 e 2012 (WHO, 2013). Apesar disso, a malaria ainda atinge
104 paises, 97 com transmissdo e 7 em fase de prevencéo da reintroducdo da doenca,
acarretando 207 milhdes de casos e 627.000 mortes no ano de 2012.

A maioria dos acometidos reside nas regides tropicais e subtropicais, como Africa,
Asia e América Latina (figura 2). Na Africa o nimero de casos totaliza mais de 80% dos
casos mundiais e é onde ocorrem 77% dos Obitos infantis, geralmente em criancas
menores de cinco anos. Calcula-se que um individuo africano tem em média 1 a 5
episodios de febre malarica por ano, e que a cada 30 segundos morre uma crianca de
malaria no pais. Os casos sao prevalentemente infeccbes por P. falciparum, e as
infeccbes por P. vivax sdo consideradas reduzidas devido a alta frequéncia de individuos
Duffy negativos. A auséncia da proteina Duffy nos eritrécitos os torna resistentes a

infecgao por P. vivax.

No aplicavel ou livre de malaria Redug#o de 50-75% na incidéncia 2000-2015 Il Aumento na incidéncia 2000-2011
No caminho certo para reducéo de 75% da incidéncia <50% na reducao da incidéncia 2000-2015  [JJJj Dados consistentes insuficientes gy p—" | )
2000-2015

Adaptado de World Health Organization (WHO), 2013.

Figura 2. Incidéncia mundial dos casos de malaria, 2000-2011.

Fora da Africa, a malaria acomete a populacio de mais 51 paises com cerca de 40

milhées de casos e 62 mil mortes por ano (Rollback Malaria, 2012). Dentre esses 51
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paises, 21 pertencem as Américas e 30 pertencem a Europa, Asia e ao Pacifico. O risco
de contrair maléria pode variar significativamente nessas areas. As principais vitimas de
malaria tendem a ser de popula¢des mais pobres que vivem em areas rurais, com acesso
limitado a diagnostico, tratamento e formas de prevencdo. Porém, a endemia nao esta
concentrada apenas em areas pobres e comunidades isoladas, na verdade a malaria
passa a ser uma barreira para o desenvolvimento econdmico, turismo e investimentos
estrangeiros nessas areas [22].

Ambas as espécies plasmodiais, P. vivax e P. falciparum ocorrem em alta
frequéncia nas regides fora da Africa. Porém, nas Américas P. vivax € responsavel por
guase 80% dos casos (exceto no Haiti e na Republica Dominicana), Esta espécie € mais
dificil de ser controlada devido a formacdo de uma fase hepética dormente (hipnozoitas)
gue nado pode ser detectada no diagndstico e s6 pode ser eliminada com a administracao
de um combinado de primaquina durante 14 dias, o qual pode causar anemia em
pacientes com deficiéncia de G6PD. Tratamentos longos também sdo um obstaculo para o
combate a malaria, pela dificil adesao e continuidade do tratamento pelos pacientes.

Os programas de controle de malaria tem se intensificado e conseguiram reduzir
mais de 50% dos casos de malaria em 34 paises ndo africanas, desde o ano 2000 até os
dias atuais. Desde 2007, 4 paises ja estdo livres da ocorréncia da malaria e outros 17
estdo em fase de pré-eliminacéo, livrando 74 milhdes de pessoas do risco de contrair a
doenca (Rollback Malaria, 2012).

2.6.Malaria no Brasil

O numero de casos de malaria relatados no continente americano caiu de 1,1
milhdes no ano 2000 para 469.000 em 2012, onde trés paises foram responsaveis por
76% dos casos em 2012: Brasil, Colébmbia e Venezuela. O Brasil representa atualmente
52% dessas ocorréncias (WHO, 2013) (figura 3).
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Figura 3. Areas de transmissdo de malaria no Brasil, 2013.

O primeiro relato de malaria no Brasil foi identificado no século XVI em escritos
meédicos. Por volta de 1870 ocorreu a primeira grande epidemia na Amazobnia,
consequente da migragdo de individuos ndo imunes para areas endémicas em busca da
extracdo da borracha [23]. No inicio do século XX, a malaria se encontrava disseminada
por todo o territério nacional, com grande variacdo no numero de casos de maléaria por
ano. As alteracdes nos programas de controle e erradicacdo da malaria, o aumento de
movimentos migratorios, a ocupac¢do desordenada por incentivo de diversos 6rgaos
governamentais, a construcdo de estradas e usinas hidroelétricas, a criacdo de projetos
agropecuarios e o surgimento de inumeros garimpos foram fatores determinantes para a
disseminacdo da doenca [24]. As areas extras Amazbnicas apresentaram casos
exportados pela regido norte do pais, com risco continuo de reintroducdo da transmisséo
natural. A malaria de Mata Atlantica nos estados do sudeste se caracteriza por casos
isolados com presenca preponderante de Anopheles cruzii e diagnésticos de malaria por
P. vivax.

Durante este periodo teve inicio o Plano de Intensificacdo das Ac¢des de Controle
da Malaria na Amazénia legal (PIACM), criado pelo Ministério da Saude do Brasil para
conter o aumento da incidéncia da doenca registrado nos anos de 1998 e 1999. Este
plano contribuiu para alterar a dindmica da transmissao da malaria na regido amazonica,
promovendo diminui¢cdo da dispersédo da doenca na regido e favorecendo a aplicacdo das
acOes de controle. Em sequéncia ao PIACM, o governo brasileiro criou Plano Nacional de
Controle a Malaria (PNCM) com o objetivo de fornecer diretrizes aos governos federal,

estadual e municipal, em parceria com a sociedade organizada, para desenvolver
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atividades de controle da doenca. Essa iniciativa melhorou tanto a estrutura das unidades
de saude quanto o controle dos riscos de transmisséo da doenca na Regido. Essas a¢bes
também afetaram as frequéncias das duas principais espécies plasmodiais presentes no
pais. Até o final da década de 1980 as prevaléncias de P. vivax e P. falciparum eram
semelhantes, em torno de 50% dos casos para cada um dos plasmodios e a partir da

década de 1990 P. vivax passou a ser a espécie mais prevalente, mantendo-se nesta
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Figura 4. Variacdo do nimero de casos de malaria no Brasil (1959 - 2012)

posicao até os dias atuais, sendo responsavel por cerca de 80% dos casos registrados em

todo o pais (figura 4).

Em 2012 foram registrados 227.688 casos de malaria no Brasil, sendo 28.795 por
P. falciparum, 191.961 por P. vivax, 85 por P. malariae e 3.385 infec¢gdes mistas. Na
Amazébnia Legal, uma divisdo politica do territério nacional que engloba nove estados:
Amazonas, Para, Acre, Roraima, Rondbnia, Amapa, Mato Grosso, Tocantins e Maranhao,
ocorre mais de 99% dos casos de maléaria do pais, sendo a distribuicdo do numero de
casos heterogénea, com variagdo do numero e do indice parasitario anual (IPA) entre os

estados (tabela 1).
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Tabela 1. Casos de malaria na Amazonia Legal (2010 - 2012).

Casos P. falciparum Casos P. vivax Total de casos % por
UF UF
2010 2011 2012 2010 2011 2012 2010 2011 2012 2012

AM 8693 4267 G564 61304 50910 72017 70526 55280 80260 35,25
PA 20267 | 13771 11007 | 104368 | 92434 60555 | 126524 | 108240 | 76249 33,49
RO 4188 1885 864 35851 26410 21326 40279 28467 22300 Q.79
AC 4544 2759 4805 28013 17178 18773 32685 20009 23931 10,52
AP 2664 3858 3059 10933 12976 10071 130948 17185 13872 6,09
RR 2425 1794 1206 17624 11198 G422 20284 13156 771 3,41
MT 436 286 06 1680 1161 1056 2185 1529 1189 0,52
MA 772 305 289 2844 2883 1699 3712 3307 2084 0,91
TO 12 10 ] a4 58 42 o9 71 52 0,02

Amazdnia | 44001 28935 | 28795 262800 | 215208 191961 310242 | 247244 227688 100

Dados obtidos do Sivep, Malaria 2014.

2.7.Maléaria e o Sistema Imune

Diversos estudos que avaliam os mecanismos imunoldgicos na malaria mostram
gue o sistema imune do hospedeiro desenvolve uma potente resposta contra o parasita
causando alteracdes em quase todos os componentes do sistema. Estudos no modelo
murino e em humanos indicam que as citocinas junto com as células T, células NK e
macréfagos podem concorrer tanto para o controle da infeccdo malérica quanto para a
persisténcia e aumento da parasitemia [25]. O equilibrio entre as citocinas Thl e Th2
parece ser crucial no controle dos sintomas clinicos da doenca livrando o hospedeiro do
desenvolvimento dos quadros graves ou moderados da infecgéo [26].

As interagBes iniciais entre o parasita e as células do sistema imune inato sdo
importantes no controle da multiplicacdo do parasita e, posteriormente, na eliminacédo e
resolucao da infeccao [27]. Um dos principais papéis da imunidade inata € a producéo de
citocinas imuno-reguladoras, como IFN-y e IL-10, que sé&o criticas para desenvolvimento
da resposta imune Thl e Th2 e para o envolvimento de células T CD4+ e células efetoras
gue vao mediar a resposta imune celular e humoral [28]. Num quadro sinéptico da
resposta imunologica na infeccdo, as células apresentadoras de antigeno (APC)
processam e apresentam antigenos do parasita. A producdo de interleucina 12 (IL-12)
induz a producdo de IFN-y e causa a diferenciacdo de linfocitos T CD4" e a expansio
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clonal dos linfécitos T especificos, ativando células NK, células dendriticas (CD) e
macrofagos, amplificando a resposta imune adaptativa. Os macrofagos secretam oOxido
nitrico (NO) e fator de necrose tumoral (TNF) [29].

Estudos in vitro tém demonstrado que componentes do estdgio eritrocitico do
parasita, incluindo GPI derivadas do parasita, induzem os macréfagos a secretarem IL1-f3,
IL-6 e TNF-a [30]. IFN-y & o indutor chave dos mecanismos imunes efetores essenciais
para o controle inicial da infeccdo tanto das formas preé-eritrociticas quanto eritrociticas
[31] [32], mas ha evidéncias de que niveis altos de IFN-y devem estar cuidadosamente
balanceados para evitar patologia [33] [34]. In vivo, a produ¢cdo de TNF-a esta associada
com a resolucao da parasitemia e da febre [35], mas niveis altos de TNF-a [36] e IL-6 [37-
38] tem sido associado a malaria cerebral. A priori, seria esperado que a IL-12 e
possivelmente IL-18 tenham papel importante na iniciacdo da cascata de citocinas. Em
pacientes com malaria ndo complicada observou-se um aumento significativo de IL-18
seguido de uma diminuicdo na concentracdo dessa citocina durante a fase de
convalescenca [39].

Outros estudos evidenciaram o papel das citocinas tipo Thl, incluindo IFN-y e IL12,
e citocinas do tipo Th2 como IL-10 e IL-4 em pacientes que apresentam quadros
moderados da doenca por P. falciparum [40], sugerindo que 0 aumento na concentracao
de IFN-y e IL-12 durante a fase aguda da infec¢éo indique o inicio de uma resposta imune
eficiente regulada por citocinas do tipo Thl e o IFN-y deve auxiliar a limitar a progressao
da infeccdo para malaria severa.

Na malaria severa incluindo malaria cerebral hA um aumento e persisténcia na
producdo de TNF-a em paralelo com a diminuicdo na producéo de IL-10 e TGF- [41] [42].
Em contraste, a ativagdo de IL-18 e IL-12 no inicio da infeccdo deve estar enfraquecida,
visto que o TGF- suprimi os efeitos protetores dessas citocinas [43]. TGF-B parece ser
uma citocina importante para manter o balanco entre protecao e progressao e da infeccao
por P. falciparum. Dodoo et al., mostrou que a producédo de TGF-f3 esta associada com a
reducao significativa do risco de febre e conclui que a regulacédo da cascata das citocinas
proinflamatdrias é feita por citocinas como TGF-3 nas associacfes entre niveis circulantes
de IL-12 e IL-18 e o risco de malaria severa por P. falciparum [40, 44]. Em estudos
epidemiologicos prospectivos, IL-12 esta associada positivamente com a producao de IFN-
y e TNF-a e negativamente associada com a parasitemia [44]. Entretanto, embora tenha
se demonstrado um papel importante para IL-12 na inducdo da IFN-y em PBMC humanos
e células NK, tem sido dificil detectar IL-12 in vitro e pouco se sabe da sua origem celular

na malaria por P. falciparum [45] [34]. Alguns trabalhos sugerem que TGF-B e IL-10
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podem ser produzidos rapidamente durante a infeccdo murina e tem um papel importante
na dow-regulacdo da resposta inflamatéria patogénica uma vez que a parasitemia esteja
sobre controle. Entretanto tanto em camundongos como em humanos a concentracao
excessiva de TGF-B e IL-10 na infeccdo inibe a resposta imune do tipo Thl e facilita o
crescimento do parasita [46-47]. Em contraste, na infeccdo humana a incapacidade de
produzir TGF- e IL-10 est4 associada a infeccdo aguda e malaria e anemia graves [48-49].
Finalmente a razéo entre os niveis de IFN-y, TNF-a e IL-12 e os niveis de TGF-$ ou IL-10
estd associada com uma diminuicdo no risco de infecgcdo, embora aumente o risco de
doenca clinica naqueles que se infectam [44].

Parasitas e hemacias parasitadas podem ativar as células dendriticas através de
receptores de reconhecimento padrdo (PRRs) e serem fagocitados e seus antigenos
apresentados as células T. Sinalizacdo PRR leva a secrecdo de citocinas que iniciam a
inflamacdo subjacente a patogénese da maléaria e diferenciacdo celular. Células Thl vao
fornecer ajuda para a diferenciacdo das células B e secre¢cdo de anticorpos, e também
secretam IFN-y, que ativa os macréfagos. Macrofagos ativados por IFN-y fagocitam
parasitas opsonizados e glébulos vermelhos infectados e, posteriormente, induzem a
morte intracelular mediada por radicais de nitrogénio e oxigénio (NO e O,). A inflamacao é
reduzida pela secrecdo de citocinas anti-inflamatérias produzidas por macréfagos e
populacbes de células T reguladoras. Como mostrado na Fig 5 a resposta imune inata e

adaptativa na malaria € muito complexa.
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Figura 5. Resposta imune inata e adaptativa contra o Plasmodium sp.
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2.8.Fatores genéticos humanos relacionados com a susceptibilidade a maléaria

A habilidade de o hospedeiro resistir a infeccdo maléarica é atribuida a imunidade
inata. Varios mecanismos de resisténcia tém sido descritos tanto na fase de entrada do
esporozoita no hepatdcito quanto na fase invasao dos eritrocitos pelos merozoitas [50]. A
resisténcia inata ao P. falciparum é dada por caracteristicas genéticas que afetam varios
estagios do ciclo intraeritrocitario do plasmédio. As mutacdes eritrocitarias sao as
principais e conferem prote¢cdo contra a maléria e caracterizam-se pelo aumento de
radicais livres de Oxigénio (como nas anemias falciformes, causada pelo alelo HbS em
homozigose) [51].

A hipétese de Haldane sugerindo vantagem do heterozigoto de talassemias em
determinados grupos populacionais, abriu um campo de investigacdo de susceptibilidade
genética a infeccdo. O polimorfismo do gene da cadeia b da hemoglobina foi
correlacionado com resisténcia as formas graves da doenca por P. falciparum, o que
evidenciou que a presenca de polimorfismos no eritr6cito humano tem um papel
importante na resisténcia a malaria. Alguns estudos demonstraram que a resisténcia
genética na fase eritrocitica conduziu a selecdo de defeitos genéticos nos glébulos
vermelhos, implicando uma pressdo seletiva positiva, com aumento da frequéncia de
genes superior a um por cento (1%). Estes defeitos incluem as hemoglobinopatias (Ex:
hemoglobinas S, C, E e talassemias), defeitos da membrana dos eritrécitos (Ex:
ovalocitoses do Sudoeste Asiatico, algumas formas de eliptocitoses) e anormalidades
metabdlicas [Ex: deficiéncia em glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) e em piruvato
cinase (PK)] [52-57].

A distribuicdo geogréafica de populacbes deficientes na enzima glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PD), sobretudo nas regides do globo em que a malaria € endémica
sugeriu que, tal como as hemoglobinopatias, essa deficiéncia tem vantagens seletivas.
Outro exemplo classico da diferenca de susceptibilidade a malaria em populacbes
humanas é a associacao entre o grupo sanguineo Duffy e a susceptibilidade na infeccéo
pelo P. vivax. A observacio de que o P. vivax era raro no oeste da Africa e que a maioria
dos Africanos subsaarianos era negativa para o grupo sanguineo Duffy levou a descoberta
de que o P. vivax utiliza o antigeno do grupo sanguineo Duffy como receptor para invadir
0s eritrocitos.

Desde que Kwiatkowski e colaboradores mostraram que o polimorfismo do gene do
fator de necrose tumoral (TNF) estava associado com susceptibilidade a maléaria cerebral,

surgiram varios estudos sobre o polimorfismo das citocinas em varias doencas infecciosas
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e foram detectadas varias mutacdes no promotor deste gene que podem influenciar na
taxa de producdo de TNF-a. Apesar das citocinas apresentarem um baixo grau de
variagdo genética, um numero cada vez maior de estudos vem incriminando os
polimorfismos localizados em regides reguladoras de genes de citocinas como fator que
pode influenciar na susceptibilidade ou na evolucdo de uma doenca infecciosa [58].
Polimorfismos na regido reguladora de citocinas vém sendo descritos e genotipos
especificos de algumas importantes citocinas envolvidas na resposta imune estdo sendo
associados com o risco para rejeicdo de 6rgdos apoés transplantes, e também com a
susceptibilidade ou gravidade em certas doencas infecciosas e autoimunes [59]. Esses
polimorfismos podem resultar em alteragbes nos sitios de reconhecimento de alguns
fatores de transcricdo e exercer influéncia positiva ou negativa sobre os niveis de

producéo de citocinas envolvidas na resposta imune (figura 6) [58].

Inicio da
Transcricdo  Exons{sequéncias codificantes)

S N
1 A
' ' v ] \\ .
. —
Regido promotaora ‘ % i /_.f l Regidondo traduzida
\ V4
Codon ) Codon de

o Introns (sequéncias intervalo) o
iniciador terminagdo

Direcdo da transcricio

Regido Promotora Exon Intron Regido ndo traduzida
s Atividade . silenciador *  Defeitono . Meia-vida do RNA
Transcricional e Expressio processamento do RNA +  Tradugdo ribossomal do mRNA

. Defeitos no

. Fungdo
processamento do mRNA

Adaptado Jaber, 2004.

Figura 6. Estrutura de um gene humano: Sitios de polimorfismos e relevancia
funcional.

2.9.Interferon Gama (IFN-Y)

O IFN-y é uma proteina glicosilada de 14-18 kDa e 146 aminoacidos com amplo
espectro de acdo nas doencas infecciosas e inflamatorias. E classificado como uma

citocina pro-inflamatoria, capaz de intensificar a resposta inflamatoria. Ele € produzido
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pelas células T CD8", T CD4" do tipo Thi, células NK e linfécitos Tyd e é um elemento
chave da imunidade inata e adaptativa. A sua expressdo ocorre em resposta a uma
variedade de estimulos, tais como a estimulagdo dos receptores de células T (TCR) em
meio a citocinas pro-inflamatorias (por exemplo, IL-2, IL-12 e IL-18) [60]. Na malaria, o
IFN-y tem ac&o antiparasitaria direta. A acdo do IFN-y, assim como das demais citocinas
pro-inflamatérias, deve ser controlada para que ocorra produ¢cdo em nivel adequado e,
consequentemente, a eliminacao da infeccdo com poucos danos para o hospedeiro [45].
Camundongos tratados in vivo com anticorpos anti- IFN-y e desafiados com P. yoelli
apresentaram alta morbidade, demonstrando que a producdo de IFN-y no inicio da
infeccdo esta diretamente relacionada com a resisténcia ao parasito [61]. Além disso, o
IFN-y também atua na imunidade protetora contra os estagios sanguineos da malaria além
de eliminar diretamente o parasito no interior do hepatdcito [62]. Tanto o IFN-y quanto a IL-
10 sdo componentes importantes na regulacdo das respostas imunes do tipo Thl, porém a
IL-10 é responsavel pela diminuicdo da sintese de IFN-y. Existem evidéncias de que a
auséncia de IFN-y e a presenga de IL-10 medeiam a inibicdo da resposta Thl em

neonatos cujas maes tiveram malaria [63].

2.9.1. O gene IFNG

O IFN-y é codificado pelo gene IFNG. O gene é de cOpia Unica e esta localizado no
cromossomo 12 na regido 12g24.1 [64]. A estrutura do gene € altamente conservada,
mede 5.4kb e é constituido por quatro éxons e trés introns [65]. Esta estrutura tem sido
mantida entre as espécies, e a analise da sequéncia de DNA demonstrou que ha maior
identidade na regido promotora do que na regido codificante. Além disso, repeticdes
CACA sdo encontradas na estrutura do genoma localizadas no intron 1 do genoma
humano e no intron 3 em genoma murino.

A regulacdo da expressdo do gene IFNG parece ser complexa e a andlise da
estrutura genémica revela elementos participantes no promotor do gene e nos introns [66]
[67]. A regido regulatéria principal dentro do promotor do gene apresenta uma regiao
altamente conservada e duas sub-regiées que podem formar complexos com proteinas.
Entre os nucleotideos -108 e -40 existem dois elementos regulatdrios essenciais e
conservados, que promovem a expressao desta molécula em células T. Em 1993, Penix et
al [68] reportou que o elemento proximal a 108 bp da sequéncia flanqueadora 5’ do gene
seria um importante determinante da sua expressdo. Esse sitio utiliza fatores de
transcricdo que incluem membros do CREB/ATF (camp response element biding
protein/activating transcription factor) e AP-1 (activator protein). Além desses fatores
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limitantes para a expressdo, demonstrou-se também que a metilacdo é um fendmeno
importante na inibicdo da expressao génica. Com relacdo ao IFNG, em células nas quais o
promotor estd metilado, a producédo de IFN-y ndo é observada, enquanto que em células
nas quais o promotor esta hipometilado ou ndo metilado, o IFN-y é produzido [69]. Foi
visto que em células T humanas, a metilagdo completa do promotor e do primeiro intron do
gene ocorreu em timécitos, em células T neonatais, e em linfécitos T ndo estimulados,
além de substancial hipometilagéo ter sido também observada em linfécitos T CD8" e T
CD4" efetores [70]. Embora o controle da expressdo do gene IFNG ocorra em Vvarios
niveis, cada um deles depende da localizacdo de interacdo das células produtoras com

células efetoras e/ou seus produtos [71].

2.9.2. Polimorfismos do gene IFNG

O IFN-y é uma citocina essencial na geracdo de uma resposta celular efetiva contra
patdgenos intracelulares [72] e a variabilidade genética no gene do IFN-y ndo tem sido
previamente associada com susceptibilidade a doencas infecciosas e parasitarias na
populacdo em geral [73]. Vérios polimorfismos de IFNG nas regides ndo codificantes sao
descritos.

O gene humano que codifica o IFN-y tem no primeiro intron um STR (Short Tandem
Repeat = Curtas repeticbes em tandem) de dois nucleotideos C e A, caracterizando
diferentes alelos. Estudos ja demonstraram que a regido de repeticdo CA, sequéncia
microsatélite no primeiro intron do gene IFNG humano é polimérfica e estaria ligada com
alteracdes na expressdo do gene [72-73]. Cinco alelos desse microsatélite foram
descritos, diferindo no numero de repeticdbes da regido CA, variando de 11 a 15
repeticdes, que correspondem aos alelos designados de um a cinco. Individuos portadores
do alelo dois (2), de doze repeticdes CA, apresentariam uma maior producédo de IFN-y do
gue individuos com outra combinacdo de alelos [74]. O polimorfismo desses
microssatélites esta associado a variacao individual na producéo e niveis de IFN-y [75]. A
repeticdo do microssatéite CA na posicdo -179T/G tem sido associada a numerosas
doencas auto-imunes e a condi¢cdes inflamatérias cronicas [76-78]. Junto a regido de
repeticdo CA localizada no primeiro intron foi descrito o principal polimorfismo de um Unico
nucleotideo (SNP), localizado no seu primeiro intron na posicdo +874 (+874T/A
polimorfismo rs2430561). Estudos sobre a funcdo biologica do polimorfismo +874T/A
sugeriram que individuos portadores do alelo T, selvagem, produzem quantidades

fisiologicas de IFN-y, enquanto que os portadores do alelo A, mutante, produzem niveis
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diminuidos desta citocina, o que pode explicar a frequente associacao deste alelo com a
susceptibilidade observada em varias doencas [2, 74, 78-80].

O polimorfismo +874T/A coincide com o0 susposto sitio de ligacdo do fator de
transcricdo NF-kB, e poderia ser, em parte, responsavel pela associacao prévia
encontrada entre o polimorfismo de microssatélite CA e a producao de IFN-y.

Em humanos, vérias infec¢des virais, bacterianas e parasitarias estdo associadas a
variacdes no SNP +874T/A. A susceptibilidade a doencas infecciosas como a sindrome
respiratoria aguda severa (SARA) [77], hepatite B [81], cancer cervical (HPV) [82],
tuberculose [83] e toxoplasmose [84] estdo associadas a este polimorfismo. Entretanto,
nao foi observado associagcbes do SNP na posicdo +874T/A com outras doencas e
infeccbes como pancreatite cronica [85], leishmaniose [2], tuberculose [86] e hepatite C
[87].

Nas doencas auto imune como Lupus Eritrematoso Sistémico um estudo feito na
populacdo Tailandesa demonstrou que a frequéncia alélica do polimorfimo no gene de
IFNG (+874T/A) entre pacientes portadores de Lupus e pacientes controles (sem Lupus)
nao foram significamente diferentes. Entretanto, uma associacao significante ocorreu entre
o alelo A no grupo dos pacientes portatores de Lupus e artrite, sugerindo que este
polimorfismo possa ser usado como marcador para pacientes com Lupus e
susceptibilidade a artrite na populacao Tailandesa [88].

Recentemente, Medina et al., (2011) [89] analisaram a distribuicdo de alelos e
genotipos no polimorfismo de IFNG+874T/A em pacientes diagnosticados com P. vivax e
individuos sadios na populagdo do Par4, e ndo observaram diferenga estatisticamente
significativa entre os dois grupos indicando que este polimorfismo ndo possui influéncia na
susceptibilidade e progressdo da doenca para casos graves. Contudo, ao analisar a
producdo das citocinas, os mesmos autores evidenciaram forte associacdo do gendtipo
AA e menor producéo da citocina, indicando ser este SNP associado aos niveis séricos de
IFN-y. Em outro estudo Cabantous e colaboradores encontraram resultados significativos,
demosntrando associagcao entre um polimorfismo do gene IFNG na posi¢éo -183G/T, cujo
alelo T mutante estaria associado com o0 aumento da transcricio do gene e,
consequentemente, com a protecdo a malaria em um populagéo de Mali [90].

O papel do polimorfismo no IFNG na susceptibilidade para a malaria e na
progressdo da doenca ainda merece investigacdes, jA que poucos estudos relacionaram

polimorfismos do gene IFNG com a susceptibiladade ou resisténcia a malaria.

20



2.10. Interleucina 10 (IL-10)

A IL-10 é uma citocina anti-inflamatodria produzida tardiamente por células Th2,
células T CD8+, mondcitos, células B ativadas e timdcitos, apresentando efeito inibidor em
células T e NKs. Ela também regula a diferenciacdo e/ou crescimento de células B,
granulécitos, neutrofilos, células dendriticas, queratindcitos e células endoteliais. Dentre as
suas principais funcdes, destaca-se o seu papel na regulacdo da producédo de citocinas
importantes como IFN-y e IL-12 [91]. Atuando como um modulador da resposta imune, a
IL-10 pode estimular e suprimir a resposta imunologica [92], incluindo a inibicdo da
producédo de IFN-y e IL-12 por macréfagos ativados e a inibicdo de coestimuladores e das
moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe II, sendo
importante na mudanca de resposta Thl para Th2.

Na infeccdo malarica, ocorre um aumento na producdo de IL-10 quando a
parasitemia esta elevada [93]. A IL-10 é uma citocina anti-inflamatéria e antipirética
provavelmente envolvida no timing das respostas antiparasitarias. O efeito inibidor da IL-
10 é um importante fator limitante da duracdo e do dano patologico das respostas
inflamatorias [94].

Estudos em camundongos mostraram que a deficiéncia de IL-10 em animais
infectados por P. chabaudi aumentou a mortalidade nestes animais. Também foi
observado que esses animais desenvolveram hipoglicemia, anemia grave e houve
aumento na concentracao de IFN-y e TNF-a, quando comparados com os nao deficientes
de IL-10 [95]. Estudo realizado com criancas africanas anémicas e com alta parasitemia
por P. falciparum demonstrou que os niveis de IL-12 diminuiram e que os niveis de IL-10 e
TNF-a estavam aumentados [96]. Por fim, a presenca de IL-10 também atua prevenindo
os danos teciduais desencadeados pela inflamacéo, devido a participacdo dos macrofagos

na malaria cerebral.

2.10.1. O gene IL10A

O gene humano IL10A esta localizado no cromossomo 1 na regido 1g31-32 com
uma regido promotora medindo aproximadamente 5kb e constituido por cinco éxons e
guatro introns. Este gene apresenta mais 27 sitios polimoérficos. Polimorfismos na regido
promotora de IL10 formam genoétipos e/ou haplétipos que estdo relacionados com a
producdo de niveis aumentados ou diminuidos desta citocina [4]. Apesar do seu papel
crucial na imunorregulacao, os fatores que regulam a expressédo do gene IL10A sdo mal

compreendidos, tanto no nivel da transcricdo quanto na pés-transcricdo. A expressao do
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gene IL10A é regulada por fatores de transcricdo constitutivos e ubiquos. Isto pode
explicar como o gene IL10A consegue continuar a ser transcrito quando outros genes de
citocinas estéo inativos. Esta combinacédo da expressédo constitutiva e o fino controle no

nivel pos-transcricional pode permitir uma rapida resposta homeostatica a inflamacao [97].

2.10.2. Polimorfismos do gene IL10A

Foram relatados varios locais polimérficos importantes no gene IL10A, incluindo
trés na regido promotora nas posicoes -1082, -819 e -592 (-1082A/G; -819T/C; -592A/C)
gue podem influenciar a transcricdo do RNA mensageiro (MRNA) e da expresséao de IL-10
in vitro [98-99]. Koss et al. (2000), demonstraram que esses polimorfismos na regido
promotora estdo envolvidos com a baixa producdo de IL-10 na doenca inflamatéria do
intestino [100].

Na maléria, foi encontrada uma associacao entre um bloco haplotipico definido por -
1082G/-819C/-592C (GCC) com a protecdo a anemia grave e o aumento da producao de
IL-10 em uma populacdo do Quénia [6]. A variabilidade genética nas regiées promotoras
e/ou codificantes de genes que originam citocinas pré e anti-inflamatorias mostra a
necessidade de um melhor entendimento da malaria por meio da identificacdo de
polimorfismos nesses genes criticos que sdo capazes de mediar o desenvolvimento e o
curso clinico da doenca.

Outras doencas vém sendo associadas com esses polimorfismos deveras
investigados na regido promotora. O alelo IL10A-1082A foi associado com a ocorréncia de
retinocoroidite toxoplasmatica em individuos que residem em Minas Gerais [101]. Na
Bahia, o polimorfismo na posicéo -819 parece alterar a producéo de IL-10 em individuos
infectados por Leishmania braziliensis quando apresentavam o gendtipo homozigoto
IL10A-819C/C [102].

Alguns estudos ndo encontraram associa¢do do polimorfismo de IL10A, como o
estudo de Carpenter et al. (2009) na Tanzéania em individuos infectados por P. falciparum
no qual foi encontrado associacdo negativa com os polimorfismos nas posicfes -1082G/A
e -592A/C [5].

Contudo, os genotipos podem influenciar nas concentragdes das citocinas, as quais
podem atuar na ativacdo e regulacdo da resposta imune. Assim, o entendimento dos
mecanismos genéticos da imunidade e da fisiopatologia da doenca podera auxiliar na
compreensao dos mecanismos reguladores e efetores na malaria e no desenvolvimento

de intervencdes estratégicas, como as vacinas [103-104].
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2.11. Oxido Nitrico (NO)

O oxido nitrico (NO) € um importante neurotransmissor com capacidade
potencializadora, podendo ter acdes endocrinas, autécrinas e paracrinas. Atua na
imunorregulacdo e esta presente na inflamacdo e nos mecanismos de autoimunidade.
Uma caracteristica importante da molécula de NO é a sua capacidade de ser benéfica ou
potencialmente téxica de acordo com a concentragcdo e/ou depuracéo tecidual [105].

A molécula de oxido nitrico (NO) € altamente reativa devido a presenca de radical
livre (elétron extra). A formacdo do NO ocorre pela transformacdo da L-arginina em um
intermediario, a NC-hidroxi-L-arginina, na presenca da nicotinamida e adenina
dinucleotideo fosfato hidrogénio (NADPH) e Ca**, sendo necessario mais NADPH e O,
para a formagéo de L-citrulina e NO. O NO tem uma meia vida de menos de 10 segundos
devido a sua rapida oxidacdo a nitrato e nitrito. Por causa disso, a maioria das pesquisas
nao demonstra o NO propriamente dito, considerando-se como prova de sua producédo a
concentracdo de nitrato e nitrito, ou por uso de analogos e auséncia de efeito [106-107].

O NO esta envolvido numa gama de processos fisiologicos como a
neurotransmisséo, o controle da pressdo sanguinea, coagulacdo do sangue e participacao
na capacidade do sistema imunolégico de destruir células tumorais e parasitas
intracelulares. Assim, uma grande variedade de estados patoldégicos pode estar
relacionada aos niveis de NO produzido no organismo. O NO como agente citotoxico €
capaz de se ligar a hemoglobina e outras proteinas que contém o nucleo heme levando ao
término de sua atividade biolégica [108]. Ele atua na resposta imune inata com acao
antibactericida, antiparasitica e antiviral. As citocinas, tal como o IFN-y, estimulam a
sintese de NO pelos macrofagos que contém a enzima iINOS. A producdo de NO é
prolongada por horas em concentracfes altas o suficiente para exercer atividade toxica
contra a célula alvo infectada. O NO vai agir contra essas células se ligando a certas
enzimas necessarias para a atividade respiratoria, impedindo o funcionamento dessa
célula [109].

Na malaria, ha evidéncias conflitantes sobre o papel do NO na resisténcia contra 0s
parasitas e nos mecanismos de imunossupressao. Acredita-se que na malaria a agdo da
nitrato redutase produza NO e espécies reativas de nitrogénio derivadas de NO dentro ou
em torno do vacuolo parasitéforo [110]. Embora varios trabalhos relatem que a producéo
de NO durante a infec¢cdo malérica € limitada, sabe-se que altos niveis de NO podem ser
produzidos para matar os parasitas, contribuindo ainda para a ativacdo patolégica do

sistema imune [111]. Estudos em modelo murino também sugerem um papel inibitério do
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NO [112] na parasitemia e na sobrevivéncia do P. berghei em camundongos [113] ou do
P. berghei Anka em ratos [114]. Em humanos, a malaria grave estd associada com a
diminuicdo da produgédo de NO [115] e formas de INOS [116]. Mesmo que diversos
estudos indiqguem que NO esteja diretamente envolvido com a infeccdo malarica, tal
envolvimento ndo é independente de outros mediadores do sistema imune, tais como as

citocinas IFN- y e IL-10.

2.11.1. O gene NOS2A

O 6xido nitrico pode ser sintetizado por muitas células através de hemeproteinas da
familia P450-like, chamadas de NO sintases (NOS). As NOS sado enzimas que exercem
sua atividade dependente de oxigénio (O), nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
hidrogénio (NADPH), flavinas e biopterinas, para formar NO a partir da L-arginina. Até o
momento, foram isoladas e clonadas trés isoenzimas, sendo duas constitutivas (cNOS) em
determinadas células e uma induzivel (iNOS), semelhantes estruturalmente, porém
reguladas de modo diverso e induzidas a partir dos respectivos genes [105].

A forma induzivel da enzima oOxido nitrico sintase, INOS ou NOS2, esta envolvida
na resposta imune. Ela ndo € expressa constitutivamente, sendo induzida nos macréfagos
e outras células por lipopolissacarideos bacterianos e/ou citocinas [117]. Uma vez
induzida, a INOS é capaz de produzir NO por longo tempo, e isso € 0 que caracteriza sua
participacdo em varios processos patolégicos.

O gene humano que expressa a INOS esta localizado no cromossomo 17 na regido
17911.2-g12. Ele é constituido por 27 éxons com sitio iniciador da transcricdo no éxon 2 e
coédon de parada no éxon 27. A regido do éxon 1 ao 13 codifica o0 dominio da oxigenase, e
a regido do éxon 14 ao 27 codifica o dominio redutase da proteina sintase, representando
dois dominios funcionais da enzima [118].

A expressao génica é regulada por varias vias: NF-k@3, IFN-y (sinalizando através da
cascata JAK-STAT) e fatores indutores de hipoxia (HIF-1), as quais induzem a expressao,
e TGF-B e interleucinas 4, 10 e 13, as quais inibem a expressdo. A regulacao poés-
transcricional ocorre por prevencdo da homodimerizacédo da iNOS pela proteina associada
a NOS de 110kDa (NAP110). A expressdo deste gene esta envolvida no sistema imune
inato e atua na atividade antibactericida, antiviral e antifungica, sendo expresso
principalmente no sangue, mas também no figado e no tecido esquelético

(www.genecards.orqg).
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2.11.2. Polimorfismos do gene NOS2A

Polimorfismos de um unico nucleotideo (SNP), variacdo no numero de cépias e
repeticdo de sequéncias simples sao variacdes importantes que tém sido relatados no
genoma humano. A presenca de tais variagcbes na regido reguladora afeta o nivel de
produto do gene na célula, enquanto que a variacdo na regido codificadora influencia a
estrutura das proteinas e sua atividade. Esta alteracdo no nivel de produto do gene e a
estrutura da molécula de proteina podem ser responsaveis pelo resultado final do outcome
genético, bem como das doencas infecciosas [105].

O gene NOS2A, com uma repeticdo pentanucleotidica, dois polimorfismos de
nucleotideos na regido promotora e um polimorfismo do éxon 16, implicado em varias
doencas. Também previram computacionalmente Vvarios polimorfismos na regido
promotora, o que pode afetar o fator de transcricdo de ligacdo local (TFBS) e a hipo6tese
de que esses polimorfismos possam ter algum papel putativo no prognéstico de doencas
[119].

A presenca de polimorfismos no NOS2A tem papel importante em varias doencas
gue afligem diferentes popula¢des. Polimorfismos na regido codificante alteram a atividade
do produto, enquanto polimorfismos na regido reguladora alteram os niveis do produto do
gene. Na regido promotora humana foram descritos trés polimorfismos: um SNP (G/C) na
posicao -954 e duas repeticbes de microssatélite (TAAA e CCTTT). Esses polimorfismos
mostraram forte associacdo da expressao da enzima iNOS e producdo de NO com casos
de diabetes [120], HIV [121] e artrite reumatdide [122].

Na malaria, um estudo na Tailandia mostrou uma forte associacao entre as formas
longas da repeticdo CCTTT no promotor de NOS2A e malaria grave, sendo este um
significante fator de risco. Contudo, nenhuma correlacdo entre o numero de repeticbes
CCTTT e os niveis de NO foi vista. Mas por outro lado, o nivel de transcricdo da INOS é
afetado e o alelo C na posicdo NOS2A-954G/C também investigado mostrou associacao
com altos niveis de atividade da enzima NOS [123]. Mais dois estudos tiveram resultados
divergentes na investigacdo do polimorfismo na posi¢éao -954G/C. Kun e colaboradores [8]
encontrou associacdo desse polimorfismo com a protecdo a malaria em criancas africanas
(Gabao, Nigéria e Senegal) enquanto Burgner e colaboradores viram uma associacao
alélica relativamente fraca na populacdo de Gambia, o que evidencia a necessidade de

conhecer o papel desses polimorfismos em diferentes populacdes [124].
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3. JUSTIFICATIVA

A malaria € uma doenca infecciosa, febril e potencialmente grave, causada por
hematozoarios do filo Apicomplexa e género Plasmodium, transmitido ao homem pela
picada de mosquitos do género Anopheles. A doenca é considerada uma das endemias
de maior prevaléncia no mundo com cerca de 40% da populacdo mundial exposta ao risco
de contrair a doenca, principalmente nas regides tropicais e subtropicais. Estima-se cerca
de 135 a 287 milhdes de casos, responsaveis por 473 a 789 mil mortes, especialmente em
criancas menores de cinco anos (WHO, 2013).

Atualmente a malaria humana é atribuida a infeccdo por cinco espécies do género
Plasmodium: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale e P. knowlesi [9]. Contudo, P.
falciparum e P. vivax sdo as espécies mais prevalentes no mundo e responsaveis pela
maioria dos casos relatados.

Os sintomas da maléria diferem de pessoa para pessoa, podendo se apresentar de
forma assintomatica até complicacdes graves decorrentes do acometimento cerebral,
pulmonar e/ou renal, além de anemia intensa levando a morte, no caso de infecgao por P.
falciparum e mais recentemente também associada ao P. vivax [125-126]. Essa diferenca
na manifestacdo clinica da malaria e os mecanismos envolvidos na patogenia da doenca
ainda nao séo totalmente compreendidos.

Fatores genéticos do hospedeiro e ambiental podem influenciar a suscetibilidade a
malaria, tanto conferindo resisténcia inata como influindo na resposta imune. Em areas
endémicas de maléria, varias mutacbes génicas sdo altamente prevalentes e estao
associados com a protecdo ou suscetibilidade a infec¢do. Diversos polimorfismos génicos
tém sido descritos em diferentes regiées endémicas de malaria no mundo, mas no Brasil,
esses estudos sao raros ou inexistentes. No presente projeto nos propomos a avaliar em
populacbes do Brasil expostas naturalmente a malaria a ocorréncia de polimorfismos
génicos que podem afetar a resposta imune. Dentro desse contexto, destacamos a
importancia dos mecanismos envolvidos com a molécula de o6xido nitrico (NO), como
espécie reativa de oxigénio, e as citocinas interferon-gama (IFN-y) e interleucina-10 (IL-
10), devido o papel crucial que desempenham na infeccdo. Na malaria, ha evidéncias da
acao do NO tanto no controle da parasitemia quanto na ativacdo patologica da resposta
imune [110-111]. A producdo de NO é favorecida pela secrecdo de IFN-y que juntamente
com outras citocinas pro-inflamatéria, participa da resposta inflamatéria no controle da

densidade parasitaria. A acdo do IFN-y, assim como das demais citocinas pro-
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inflamatorias, deve ser controlada para que ocorra producdo em nivel adequado e,
consequentemente, a eliminacdo da infeccdo com poucos danos para o hospedeiro [45]. A
presenca de IL-10 previne esses danos teciduais desencadeados pela inflamacéao,
regulando a producédo de citocinas proé-inflamatérias como o IFN-y [127]. A IL-10 tem a
capacidade de regular negativamente a resposta inflamatéria e os niveis altos de IL-10
tém sido associado com a protecdo a maléria cerebral e anemia severa associada a
infeccdo [128-129]. Contudo, altos niveis de IL-10 reduzem a capacidade efetiva do
clearence parasitario [130].

Atualmente sabe-se que a participacdo do IFN-y, IL-10 e NO sdo fundamentais
durante o controle da parasitemia nas fases iniciais da infeccdo e também para o
desenvolvimento de uma resposta imune protetora nas fases tardias. A capacidade de
producdo desses mediadores é dependente de controle genético o qual compreende
genes promotores de natureza polimorfica. Dentro desse contexto existem estudos em
diferentes populagdes que associam o polimorfismo nos genes destes mediadores com a
efichAcia da resposta imune naturalmente adquirida e também no agravamento dos
sintomas clinicos. Portanto, uma investigacdo detalhada sobre a presenca de
polimorfismos nos genes que codificam as citocinas IFN-y e IL-10, assim como a enzima
Oxido Nitrico Sintase Induzida (iINOS), sera fundamental para elucidar tais

guestionamentos.
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4. OBJETIVOS

4.1.0bjetivo Geral

Avaliar os polimorfismos nos genes das citocinas IFN-y e IL-10 (IFNG e IL10A) e da
enzima Oxido Nitrico Sintase Induzida (NOS2A) e sua influéncia nos niveis séricos e
susceptibilidade a malaria em individuos residentes em &reas endémicas da Amazonia

brasileira.

4.2.0bjetivos Especificos

. Avaliar a frequéncia de polimorfismos de um unico nucleotideo (SNPs, Single
Nucleotide Polymorphism) nos genes do IFN-y (posicado +874T/A), da IL-10 (posicdes -
1082G/A, -592A/C e -819T/C) e da NOS (posicao -954G/C);

. Determinar os niveis séricos das citocinas circulantes IL-10 e IFN-y e de radicais de
nitrito e nitrato;

. Verificar associacdo destes polimorfismos com a susceptibilidade a malaria, aos
niveis séricos das citocinas e aos radicais de nitrogénio, e a densidade parasitaria em

individuos infectados.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1.Area de Estudo

A éarea selecionada para realizacdo do estudo foi o municipio de Porto Velho,
capital do estado de Rondénia. O estado de Rondénia pertence a regido norte do Brasil,
possui 52 municipios numa area de 237.576.167 km?, cerca de 1,7 milhdes de habitantes,
e tem como limites os estados do Amazonas ao norte, Mato Grosso a leste, Acre a oeste,
e a Bolivia a oeste e sul. A capital, Porto Velho, com populacdo de 484 mil habitantes no
ano de 2013, é coberta por floresta tropical, temperatura média e umidade relativa do ar

elevadas, com chuvas abundantes.
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Figura 7. Mapa geogréfico de Rondénia

O estado de Ronddénia ocupou o segundo lugar no niumero de casos registrados no
Brasil em 2007, apresentando 81.929 casos, 17,9% dos casos nacionais. Nos anos de
2007, 2010 e 2011, o numero de casos foi de 81.956, 43.576 e 35.120 respectivamente
(17,9%, 13% e 11,9% dos casos nacionais), sendo Porto Velho responsavel por mais da

metade desses casos relatados. Distintos padrfes de transmissdo e intensidade da
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malaria sdo vistos dentre os municipios de Rondbénia, inclusive dentro de Porto Velho essa
distribuicdo também € bastante heterogénea, sendo a regido urbanizada praticamente livre
de casos de malaria enquanto os bairros periféricos e a populagdo ribeirinha sao
responsaveis pelos maiores indices de malaria no municipio.

O indice parasitario anual — IPA, indicador que estima o risco de ocorréncia de
malaria em uma populacgéo é calculado através do numero de exames por mil habitantes e
estimado na seguinte escala: alto (=50), médio (10-49) e baixo (1-9,9). O IPA no ano de
2008 foi de 28,29 e em 2013 de 7,93, correspondendo a uma queda de 72%. Persistem
ainda, alguns casos de malaria de fronteira, areas de invasdo com assentamentos
desprovidos de infraestrutura que apresentam IPA muito elevado, assim como casos
(Figura 8).
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Figura 8. indice parasitario anual - IPA. Rondénia 2008 a 2013

5.2.Aspectos Eticos

As questdes éticas e metodologicas levantadas no estudo foram avaliadas e
aprovadas pelo Comité de Etica da Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa referente ao
namero CEP 024/09 (Anexo 1).

5.3.Voluntarios

O presente trabalho avaliou o perfil génico das citocinas e da enzima iINOS de

individuos que buscaram diagndstico para maléaria no posto de diagndstico para malaria ou
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por visitas a suas residéncias nos anos de 2007, 2010 e 2011. O trabalho foi realizado,
nas areas rurais e periferia do municipio de Porto Velho, Rondénia. Os individuos que
aceitaram participar do estudo leram e assinaram um termo de consentimento (Anexo 2)
gue formaliza a participacdo destes como voluntarios. Apdés 0 consentimento, 0s
voluntérios foram avaliados clinicamente por um médico e participaram de uma cuidadosa
entrevista que tinha como objetivo a investigacdo de dados pessoais e epidemioldgicos
através do preenchimento de um questionario (Anexo 3).

Participaram do nosso estudo 267 individuos, 73 individuos foram diagnosticados
positivos para malaria e 194 negativos. Para efeito de comparacdo e verificacdo da
possivel influéncia da malaria no perfil génico, o grupo de pacientes, composto, foi dividido
em um grupo de individuos com diagndstico positivo para malaria (grupo positivo) e outro
grupo com diagnostico negativo (grupo negativo). O diagndstico parasitolégico foi feito por
gota espessa e esfregaco e confirmado por PCR. Além da presenca ou auséncia da
infeccdo, para avaliar a caracteristica de susceptibilidade, analisamos o numero de
episédios anteriores de maléria dos individuos, a partir de uma média de seis episodios de
malaria. Assim, a partir de uma média determinada pela confiabilidade da resposta do
individuo (em que este se lembraria com certeza do numero de episédios), foram
formados mais dois subgrupos de acordo com o nimero de episédios, maior do que seis
episoédios (> 6 episddios) e menor ou igual do que seis episddios (< 6 episédios), como 1
individuo com diagndstico negativo ndo teve nenhum episédio de malaria, foram 266
individuos nessa analise. Foram excluidos desse estudo, pacientes com idade inferior a 10
anos, populagcbes indigenas, presidiarios, doentes mentais, gestantes e parturientes
independentes da idade.

Foram coletados 30 mL de sangue por via endovenosa utilizando o sistema a vacuo
de coleta (vacutainer) em tubos contendo EDTA como anticoagulante. Todo material
utilizado para coleta foi descartavel. As amostras foram encaminhadas ao Laboratério de
Imunoparasitologia do Instituto Oswaldo Cruz e congeladas a -20°C até o momento do
uso, na obtencdo de plasma e DNA para os testes imunologicos e moleculares

respectivamente.

5.4.Extracdo de DNA gendmico dos pacientes

O DNA das amostras foi extraido de sangue periférico seguindo o protocolo do kit
comercial QlIAamp® DNA Blood Midi/Maxi (QIAgen, Valencia, CA, USA), utilizando apenas

1 mL de sangue de cada amostra, previamente descongelada e a temperatura ambiente
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(TA). Apés a extracdo, o filtrado contendo o DNA isolado (0,41 pg/uL) foi coletado,
guantificado em NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer, e armazenado num tubo do tipo
eppendorf de 1,5 mL previamente identificado e estocado a -20°C até o momento do
diagnostico molecular por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e da deteccdo dos
SNPs nos genes IFNG, IL10A e NOS2A.

5.5.Quantificagédo do DNA

A quantificacdo do DNA é importante para a eficiéncia dos produtos de PCR. Por
isso, as amostras de DNA extraidas e isoladas foram quantificadas em NanoDrop ND-
1000 Spectrophotometer e apresentaram uma média de concentracdo de DNA de 110.99
ng/pL.

Todas as variantes alélicas foram detectadas nos polimorfismos IFNG+874T/A
(figura 9. A), IL10A-1082G/A (figura 9. C), IL10A-592A/C (figura 9. D) e IL10A-819T/C
(figura 9. D). Porém no polimorfismo NOS2A-954G/C ndo encontramos O genotipo

homozigoto variante CC dentro das amostras de estudo (figura 9. B).

5.6.Diagndstico parasitologico e molecular

O exame parasitologico foi feito por distensdo sanguinea e/ou gota espessa, coradas
pelo Giemsa para confirmar o diagnostico realizado no posto de Saude e examinadas
durante 15 minutos por dois microscopistas experientes em momentos diferentes. A
parasitemia foi avaliada na gota espessa através da contagem do numero de parasitas
(todas as espécies e estagios presentes) em 500 leucdcitos. A confirmacéo do diagndstico
através da pesquisa de plasmadio pela técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
foi realizada apds a extracdo de DNA. O PCR amplificou diferentes regides génicas de P.
vivax, P. falciparum e P. malariae utilizando-se oligonucleotideos especificos. Este
diagndstico parasitoldgico foi feito em colaboracdo com a Dra. Dalma Banic do Laboratorio
de Simulideos e Oncocercose do Instituto Oswaldo Cruz e Dra Luzia Helena de Cravalho

de Laboratorio de Malaria, Centro de Pesquisa René Rachou.
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5.7.Dosagem de citocinas

Os niveis das citocinas IL-10 e IFN-y foram detectados no plasma dos pacientes
utilizando um ensaio multiplex (Bio-Plex assay, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA)
de acordo com as instrucbes do fabricante, utilizando o sistema Luminex (Luminex
Corporation, Austin, TX, EUA) e analisado com um sistema de matriz de suspenséo Bio-
Plex (Bio-Rad Laboratories). A intensidade da fluorescéncia foi transformada em
concentracéo da citocina utilizando o software gerenciador de Bio-Plex (versao 3.0). Um
minimo de 100 beads por regido foi analisado. Um ajuste de curva foi aplicado a cada
curva padrdo de acordo com o manual do fabricante e as concentracfes das amostras
foram interpoladas a partir da curva padrdo. O menor limite de deteccao foi de 2 pg/mL e
os valores abaixo deste limiar foram definidos como 2 pg/mL.

5.8.Dosagem de radicais de nitrogénio

A dosagem de Oxido nitrico foi realizada utilizando a reacdo de Griess.
Resumidamente, 60ul de plasma dos pacientes foi dispensado em duplicata em tubos
eppendorf de 1.5 mL para medir as concentracbes de nitrito e nitrato (NO, e NO3
respectivamente). Foi adicionada nas amostras 10 pL da enzima Nitrato redutase (5 U/mL)
juntamente com o seu cofator 30 uL de NADPH, que reduziram nitrato em nitrito, para a
determinacdo do nitrato circulante. Dessa forma, o 6xido nitrico, que € convertido
rapidamente a nitrato e nitrito, € medido de forma indireta, pelos niveis totais de nitrito. O
reagente de Griess (sulfonilamida 1 % em H3PO4 5% + 2’ naftiletileno diamida 0,1 %) foi
adicionado a cada amostra para a determinacdo dos niveis de nitrito. Foi adicionado
também TCA 10% para a precipitacdo de proteinas. A mistura resultante foi lida a 540nm

em espectrofotdmetro.

5.9.Deteccédo dos polimorfismos IFNG+874T/A e IL10A (-1082G/A, -819T/C e -
592A/C)

A técnica de ARMS-PCR (Amplification Refractory Mutation System) foi utilizada
para a deteccao dos polimorfismos nos genes IFNG na posicao +874T/A, e IL10A nas
posicbes -1082G/A, -819T/C e -592A/C, a partir do DNA extraido dos individuos
participantes do estudo. Esse método se baseia na detec¢do de mutacdes de uma Unica

base e consiste em duas reacdes complementares: uma contendo um primer especifico
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para a sequéncia normal do DNA e incapaz de amplificar o DNA mutante no locus e outro
contendo um primer mutante especifico que ndo amplifica o DNA normal [131]. Cada
reacao ocorre com um primer antisenso genérico e um de dois primers sensos alelo
especificos. Como controle interno da amplificacdo em ambas as reacdes foi utilizado um
par de primers desenhados a partir da sequéncia nuclueotidica do hormonio de
crescimento humano de 426 bp. As amplificagcdes para IFNG tiveram volume final de 20 pL
contendo 25 - 100 ng de DNA, Tampéao 1,5X (5X GoTaqg Flexi Buffer, Promega), MgCl,
3mM (25mM, Promega), 40uM de cada dNTP (200 uM, Applied Biosystems), 0,12
unidades de Tag DNA polimerase (5U/ L, Invitrogen), 0,5uM de cada primer de controle
interno e 5uM do primer genérico e de um dos dois primers alelo especificos A ou T (tabela
2) sobre as seguintes condigdes: 95°C (3 minutos), 10 ciclos de 95°C (15 segundos), 65°C
(50 segundos), 72°C (40 segundos) seguidos por 20 ciclos de 95°C (20 segundos), 55°C
(50 segundos) e 72°C (50 segundos), 72°C (7 minutos) 4°C (temperatura de incubacéo).
Para IL10, as amplificagbes tiveram volume final de 10 pL contendo 25-100 ng de DNA,
Tampéo 1X (5X GoTaq Flexi Buffer, Promega), MgCI2 1,5mM (25mM, Promega), 20uM de
cada dNTP (200uM, Applied Biosystems), 0.25 unidades de Taq DNA Polymerase
(Invitrogen), 1uM de cada primer de controle interno, 10uM do primer genérico e de um
dos dois primers alelo especificos G ou A (Invitrogen) (tabela 2) sobre as seguintes
condi¢des: 95°C (1 minuto), 10 ciclos de 95°C (15 segundos), 65°C (50 segundos), 72°C
(40 segundos) seguido por 20 ciclos de 95°C (20 segundos), 59°C (50 segundos) e 72°C
(50 segundos), 4°C (temperatura de incubacdo). As amplificacdes foram realizadas no

termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster City, CA).

5.10. Deteccao do polimorfismo NOS2A-954G/C

A técnica PCR-RFLP - Polimorfismos de comprimentos dos fragmentos de
restricdo (Restriction Fragment Length Polymorphism) foi utilizada para a deteccdo do
polimorfismo da INOS na posicdo -954 do gene (NOS2A). Essa técnica consiste na
amplificacdo da regido alvo do DNA seguida da restricdo dos fragmentos por
endonucleases, que sao enzimas bacterianas que reconhecem e clivam pares de bases
especificos em moléculas de DNA. As amplificagbes para NOS2A tiveram volume final de
20 pL contendo 25 - 100 ng de DNA, Tampéao 1,25X (5X GoTaq Flexi Buffer, Promega),
MgCI2 4mM (25mM, Promega), 40uM de cada dNTP (200 pM, Applied Biosystems), 0,075
unidades de Tag DNA polimerase (5U/ pL, Invitrogen) e 0,1uM de cada primer (senso e

antisenso) (tabela 2 ) sobre as seguintes condi¢des: 92°C (3 minutos), 40 ciclos de 92°C
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(30 segundos), 60°C (1 minuto), 72°C (1 minuto) seguidos por 72°C (7 minutos) e 4°C

(temperatura de incubacao). Os produtos de amplificagdo foram submetidos a digestao por

50 unidades da enzima de restricdo BSAI (New England BioLabs) e tamp&ao CutSmart
0,35X (50mM CH3CO.K, 20mM C4H11NO3.CoH40,, 10mM Mg(CH3COO), e 100ug/mL
BSA) sobre as seguintes condi¢des: 50°C (60 minutos), 65°C (20 minutos) e 4°C

(temperatura de incubacao).

Tabela 2. Primers utilizados na detecc¢éo dos polimorfismos investigados.

Regiao alvo PCR Primers Sequéncia nucleotidica 5" - 3" Fragmento
(pares de base)
IFNG+874T/A ARMS  Genérico antisenso TCA ACA AAG CTG ATACTC CA 263
Especifico T senso TTC TTA CAA CAC AAAATCAAATCT
Especifico A senso TTC TTA CAA CAC AAA ATC AAA TCA
IL10-1082G/A ARMS  Genérico antisenso CAGTGCCAACTGAGAATTTGG 258
Especifico G senso CTACTAAGGCTTCTTTGGGAG
Especifico A senso ACTACTAAGGCTTCTTTGGGAA
IL10-592A/C ARMS  Genérico antisenso AGGATGTGTTCCAGGCTCCT 233
-819T/C Especifico C senso CCCTTGTACAGGTGATGTAAC
Especifico T senso ACCCTTGTACAGGTGATGTAAT
NOS2A-954G/C RFLP Antisenso TCT GAA CTAGTC ACT TGA GG 573
Senso CAT ATG TAT GGG AAT ACT GAT TTT CAG
Controle interno  ARMS Antisenso GCCTTC CAA CCATTCCCTTA 429
Senso TCACGG ATTTCT GTTGTGTTTC
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5.11. Visualizacdo dos fragmentos amplificados

Ao final das reacdes de PCR, os produtos amplificados foram submetidos a migracéo
em gel de agarose 1,5% (Sigma), para os polimorfismo de IL10 e IFNG, e gel 2%, para o
polimorfismo de iNOS, em tamp&o UltraPure™ TBE 1X (1M Tris, 0,9 H3BO3 e 0,01M EDTA
- Invitrogen) contendo 0,5 pug/mL de brometo de etidio (EtBr) a uma corrente constante de
72 V/cm durante aproximadamente 60 min. Em cada slot do gel foram aplicados 10 pL do
produto amplificado previamente no PCR. A fim de estimar o peso molecular dos
fragmentos amplificados, também sera aplicado o marcador de peso molecular de 100
pares de bases na concentracao de 0,25 pg/mL (Invitrogen) homogeneizado em 0,5 pL de
Gel Loading Dye, Blue 6X (New England BiolLabs) no primeiro slot do gel. ApGs a
eletroforese, os fragmentos serédo visualizados e as imagens serdo fotografadas em um
transiluminador MultiDoc-It™ Digital Imaging System (UVP, Upland, CA) e registradas
através do software Doc-It®LS Analysis (UVP) (figura 10). Os residuos de brometo foram
descontaminados pelo método de Armour e descartados de acordo com as normas de

biosseguranca.
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A. IFNG+874T/A B. NOS2A-954G/C

476 bp de— 437Dp qu—

263 bp se—

136bp W=

1. DNAlLadder 100 bp;

2. Individuo homozigotovariante AA; 1. DNALadder 100 bp;

3. Individuo heterozigoto AT; 2.  Individuo heterozigoto GC;

4. Individuo homozigoto selvagemTT; 3. Individuo homozigoto selvagem GG;
5. Controle negativo 4.  Controle negativo

C.  IL10A-1082G/A D. IL10A-592A/Ce IL10-819T/C

O e W e e

426hp ow— :gg::: - - —-—
e =BaBab,mp

1. DNALadder 100 bp;
1. DNALadder100 bp; 2. Indivfduo homozigoto variante CC;
2. Individuo heterozigoto AG; 3. Ind!v!duo hetero?lgoto AGTG
3.  Individuo homozigoto selvagem GG; 4.  Individuo homc.)zlgoto selvagem AA/TT;
4. Individuo homozigoto variante AA; 3 OolE pegate
5.  Controle negativo

Fragmento de 426 pb: banda que corresponde ao controle interno; Fragmento de 263 pb:
bandas especificas aos alelos T e A do polimorfismo IFNG+874T/A; Fragmento de 573 pb:
banda especifica ao alelo C do polimorfismo NOS2A-954G/C; Fragmento de 437 e 136 pb:
bandas especificas ao alelo G do polimorfismo NOS2A-954G/C; fragmento de 258 pb: bandas
especificas aos alelos G e A do polimorfismo IL10A-1082G/A; Fragmento de 233 pb: bandas
especificas aos alelos A/T e C dos polimorfismos IL10A-592A/C e IL10A-819T/C

Figura 9. Genotipagem dos polimorfismos investigados
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5.12. Armazenamento e analise estatistica dos dados

Os dados epidemiolégicos, hematologicos e experimentais foram armazenados no
banco de dados Epi-Info 3.5.1 (CDC, Atlanta, USA). As frequéncias alélicas e genotipicas
foram comparadas entre os individuos e avaliadas utilizando o teste 3. O risco para
malaria associado aos polimorfismos foi estimado utilizando o odds ratio (OR) e o intervalo
de confianca de 95% (CI). O equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) foi calculado com o
teste y*> de Person e de Fisher. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando
SNPStats software e GraphPad Prism 5.0 (San Diego, California, EUA). Diferencas entre
0s parametros epidemiolégicos e hematoldgicos foram analisadas por teste t nao-
paramétrico. Foi considerado estatisticamente significante valores de P<0.05. As analises
genéticas correspondem ao modelo de regressédo logistica codominante (alelo principal
homozigoto VS. heterozigoto + homozigoto secundario). A frequéncia de haplétipos foi
considerada pelo célculo do estimador de méxima verossimilhanga via algoritmo EM
(Maximizagao da Expectativa) utilizando dois passos, o passo “E” (esperancga) e 0 passo

“M” (maximo) até se atingir a convergéncia.
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6. RESULTADOS

6.1. Descricdo dos voluntarios

Participaram do nosso estudo 267 individuos residentes em area rural do municipio
de Porto Velho, Estado de Rondbnia. No momento da coleta 73 (27,3%) se encontravam
positivos para malédria e 194 negativos. Para avaliarmos a possivel influéncia de
polimorfismos dos genes estudados na susceptibilidade a malaria, os voluntarios foram
separados em dois grupos: grupo de individuos com diagndstico positivo para malaria
(Maléria (+)) e grupo com diagnéstico negativo (Malaria (-)). Comparando os dois grupos,
observamos uma maior frequéncia de individuos do sexo masculino nos grupos. No
entanto, ndo foram observadas diferencas significativas na distribuicdo dos individuos
guanto a idade, nem em relacdo ao tempo de residéncia em area endémica, parametros
associados ao tempo de exposi¢cdo a maléria, sendo o tempo médio de residéncia em area
endémica de pelo menos 23 anos (Tabela 3).

A historia pregressa de malaria na populacdo foi avaliada com base em dados
relatados pelos individuos, referentes aos diagndsticos anteriores no exame parasitolégico
direto (gota espessa). Deste modo, com base nestes dados analisamos o numero de
episédios anteriores de malarias (NEAM) e o tempo desde a Ultima infeccdo (TDUI).
Conforme demonstrado na Tabela 3, os individuos sem malaria (Maléaria (-)) tiveram mais
episddios anteriores de malaria e estdo a mais tempo sem malaria do que o grupo de

individuos com malaria (Maléria (+)). Entretanto essa diferenca nao foi significativa.
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Tabela 3. Dados Epidemiol6gicos dos Grupos de Estudo

Diagnostico de Malaria

Positivo Negativo Total
N=73 N=184 N=2p7  valordeP
Género n(%)
o 21(28,8%) 98 (50,5%) 119 (44,6%) 0,001
g 52(71,2%) 96 (49,5%) 148 (55,4%) 0,001
Idade (XXDP) 305+119 301+154 3024145 0,531
TRAE (X*DP) 26,6£11.8 2394127 2473125 0,079
NEAM (X+DP) 6,78 4 11,1155 9,9+14.0 0,072
TDUI (X£DP) 36,478 1 431+682 4124709 0,016

X=média aritmética; DP=desvio padrao.

TRAE: Tempo de Residéncia em Area Endémica (anos); NEAM: Numero de

Episodios Anteriores de Maléaria (n); TDUI: tempo desde a dultima infeccéo

(meses).

Nos individuos com malaria, 72,6% estavam infectados com P. vivax e 27,4% com
P. falciparum (Tabela 4). Todos os individuos infectados apresentavam sintomas de
malaria independente da espécie plasmodial diagnosticada sendo cefaleia e febre os
sintomas mais frequentes. Nenhum individuo apresentou malaria grave e nao houve
diferenca na média de parasitemia entre os individuos infectados com P. falciparum ou

com P. vivax.
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Tabela 4. Descricdo das Espécies Plasmodiais e Sintomatologia.

Malaria
P. vivax P. falciparum Total
Numero de infectados n(%) 53 (72,6%) 20 (27,4%) 73
Parasitemia (X+DP) 4410,3+4549,8  3130,0+3665,6 4071,4+4344,2
Inicio dos sintomas (X+DP) 2,7+1,3 3,5+2,5 3,0+1,9
Febre 38 (71,7%) 15 (75%) 53 (72,6%)
Cefaléia 40 (75,5%) 15 (75%) 55 (75,3%)
Calafrio 32 (60,4%) 13 (65%) 45 (61,6%)
Mialgia 31 (58,5%) 14 (70%) 45 (61,6%)
Nausea 20 (37,7%) 11 (55%) 31 (42,5%)

X=média aritmética; DP=desvio padréo;

Parasitemia expressa por parasitas/pl.

6.2. Niveis plasmaticos das Citocinas IFN-y e IL-10 e dos Radicais de Nitrogénio nos

grupos de Estudo

Comparando os niveis plasmaticos das citocinas IFN-y e IL-10 e dos radicais de
nitrogénio (NO, + NO3) entre os individuos com e sem para malaria observamos que o0s
niveis séricos de IFN-y e IL-10 foram maiores nos individuos com malaria (figura 10. A e
B). Em contraste, como esperado, os niveis dos radicais de nitrogénio foram maiores nos

individuos que tiveram diagnéstico negativo para a malaria (P< 0,0001) (figura 10. C).

A. B. C.
i 20000 —_— 150 —_—
e — T .
4°°°] . 16000 . _
2000 ‘ ~  12000- oo s 1
3 1000- 7 . 2 .
s P 5 B
- - 50_.
2 8004 2 z
> ‘o' . qc{a 404 4
Z 00 1 40009 i 0o “w. b e Y- YO
[T — < =2  $33947
. 8 Y oo ST R L1 L
3 o 54 L S’ 3 — 2
2 400- .. ? 50 2 20 o..:;::...o
E 200 I z s 2 “eeqeesee
] _ : Z 101
R SN TIAREASS %o o 2
. > ' — 0- = - g T !
Malaria (+) Malaria (-) Malaria (+) Malaria (-) Malaria (+) Malaria (-)

Figura 10. Niveis plasmaticos dos mediadores (A) IFN-y, (B) IL-10 e (C) NO nos individuos com
diagndstico positivo e negativo de malaria.
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Nos individuos com malaria também avaliamos se os niveis séricos das citocinas e
dos radicais de nitrogénio estavam correlacionados com a densidade parasitaria. Os
resultados na Fig. 11A mostram que que os niveis de IL-10 correlacionam positivamente
com a parasitemia (r= 0,58). Contudo, as concentracdes de IFN-y e dos radicais de
nitrogénio (NO, + NO3) ndo se correlacionaram com a densidade parasitaria (figura 11. B e
C) (r=0,15; r=0,05).
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Figura 11. Correlagdo dos niveis das citocinas e dos radicais de nitrogénio com a densidade

parasitaria

6.3. Influéncia da historia prévia de malaria na concentracdo plasmatica das

citocinas IFN-y e IL-10 e dos radicais de Nitrogénio

As concentracdes plasmaticas de IFN-y, IL-10 e NO, também foram analisadas
separando os grupos de acordo com o numero de episodios anteriores de malaria. Os

dados na Fig. 12 mostram que 0s niveis séricos das citocinas (Fig. 12A e B) e dos radicais
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de nitrogénio (Fig. 12C) foram semelhantes nos individuos que tiveram menos que 6
episddios de malaria no passado quando comparados com o0 grupo de individuos que
tiveram mais que 6 episodios.
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Figura 12. Niveis plasmaticos dos mediadores IFN-y(A), IL-10(B) e NO(C) nos grupos de acordo
com o numero de infec¢cbes anteriores de malaria.

6.4.Frequéncias Alélicas e Genotipicas do Polimorfismo IFNG +874T/A

As frequéncias dos gendétipos e dos alelos de IFNG +874T/A nos grupos estudados
estdo listadas na Tabela 5. Primeiramente, observou-se uma maior frequéncia de
homozigotos AA (52%) do que heterozigotos AT (41,1%) e homozigotos para o alelo
selvagem T (6,8%), tanto no grupo Malaria (+) quanto no grupo Malaria (-) (AA: 52,1%; AT:
39,7%; TT: 8,2%). As frequéncias alélicas de IFNG +874T/A foram semelhante em ambos
0S grupos, cujo alelo variante IFNG +874 A foi mais frequente do que o T selvagem. A
distribuicdo dos genétipos nos grupos estava em equilibrio de Hardy-Weinberg (x°= 0,07,
P=0,78; ¥*= 0,06, P= 0,80).
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Tabela 5. Distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo
IFNG+874T/A nos grupos positivo e negativo para malaria.

Frequéncias n (%)

Polimorfismo Maléria (+) Malaria (-)
IFNG+BTATIA OR (95% CI) *Valor de F
(N=T73) (N=194)
Alelos
A 106 (73%) 279 (72%) 0,16 (0,68 — 1,58) 0,87
T 40 (27%) 109 (28%)
Genotipos
AA 38 (52%) 101 (52,1%) 1,00
AT 30 (41,1%) 77 (39,7%) 0,97 (0,55 - 1,70) 0,92
T 5 (6,8%) 16 (8,2%) 1,20 (0,41 - 3,51)

IFNG, gene interferon gama; Alelos, n(%); Genotipos, n(%); OR (95% CI), célculo de Odds Ratio

com intervalo de confianca (CI) de 95%:; *Analise pelo teste y? utilizando o modelo de codominancia.

6.5. Frequéncias Alélicas e Genotipicas dos Polimorfismos do gene IL10A

Na tabela 6, podemos observar que as frequéncias dos alelos A e G para o
polimorfismo IL10A-1082G/A foram respectivamente, 48% e 52% no grupo com malaria e
55% e 45% no grupo com diagnéstico negativo. Nas andlises genotipicas, o genétipo
heterozigoto AG foi 0 mais frequente em ambos 0s grupos e maior no grupo com malaria
(87,7%) quando comparado com o grupo com diagnostico negativo (69,6%; P= 0,0009).
Entretanto, as propor¢des genotipicas dos grupos ndo estavam em equilibrio de Hardy-
Weinberg (yx?= 41,76, P= 0,00; yx?= 32,33, P= 0,000), invalidando a possivel associacéo do
polimorfismo IL10A-1082G/A com a malaria.
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Tabela 6. Distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo
IL10-1082G/A nos grupos positivo e negativo para maléria.

Frequéncias n (%)

Polimorfismo Malaria (+) Malaria (-)
IL10-1082G/A OR (95% CI) “Walor de P
(N=73) (N=194)
Alelos
A 70 (48%) 215 (95%) 0,74 (0,50 —1,08) 0,12
G 76 (52%) 173 (45%)
Genodtipos

AN 3 (4.1%) 40 (20,6%) 1,00
AG 64 (B7,7%) 135 (69,6%) 0,16 (0,05 - 0,53) 0,0009
GG 6 (8,2%) 19 (9,8%) 0,24 (0,05 —1,05)

IL10A, gene interleucina 10; Alelos, n(%); Gendtipos, n(%); OR (95% CI), célculo de Odds Ratio

com intervalo de confianca (Cl) de 95%; *Analise pelo teste xz utilizando o modelo de codominancia.

Para os polimorfismos IL10A-592A/C e IL10A-819T/C foi feita uma Unica analise
devido o desequilibrio de ligacdo que ocorre nos dois polimorfismos, ou seja, quando
ocorre 0 SNP (troca de nucleotideo) em um, obrigatoriamente ocorre no outro, sendo
assim temos as mesmas frequéncias dos alelos e genétipos selvagens e variantes.

A distribuicdo das frequéncias dos grupos esté listada na tabela 7 e seguiram o
modelo de regressao logistica de codominancia e teste 2. Tanto as distribuicbes alélicas
guanto genotipica apresentaram diferenca significativa. Os alelos selvagens A/T foram
mais frequentes no grupo Malaria (+) (58%), enquanto no grupo Malaria (-) observamos o
contrario, maior prevaléncia do alelo C variante (62%) (OR= 0,45; P=0,0001). Para os
genotipos, os homozigotos selvagens AA/TT também foram mais frequentes no grupo
Malaria (+) (32,9%) e o homozigoto variante CC mais frequente no grupo Malaria (-)
(36,1%), sendo a frequéncia do gendtipo heterozigoto semelhante nos dois grupos (49,3%
e 51,5%) (P= 0,0002). O modelo de codominancia associa os alelos selvagens A/T a

malaria e ao alelo C variante uma menor chance de ter a doenca.
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Tabela 7. Distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo
IL10-592A/C e 1L10-819T/C nos grupos positivo e negativo para malaria.

Frequéncias n (%)

Polimorfismos

L10SAC o MeEma ) e O OR(@5% C)  “Valorde P
(N=T3) (N=194)

Alelos
C 62 (42%) 240 (62%) 0.45 (0,30 — 0,67) 0.0001
AT 84 (58%) 148 (38%)

Genotipos

cC 13 (17.8%) 70 (36,1%) 1.00

CA/CT 36 (49,3%) 100 (51,5%) 0,52 (0,26 — 1,04) 0,0002

AATT 24 (32,9%) 24 (12,4%) 0,19 (0,08 — 0.42)

IL10A, gene interleucina 10; Alelos, n(%); Gendtipos, n(%); OR (95% CI), célculo de Odds Ratio com

intervalo de confianca (Cl) de 95%; *Analise pelo teste y? utilizando o modelo de codominancia.

6.6. Frequéncias Alélicas e Genotipicas do Polimorfismo NOS2A-954G/C

Para o polimorfismo NOS2A-954G/C foi feito teste X? de Fisher utilizando o modelo
de regressao logistica codominante. As analises estdo listadas na tabela 8, na qual
observamos que o gendtipo homozigoto selvagem GG foi mais frequente nos dois grupos
(Malaria (+) 95,9% e Maléaria (-) 94,3%). A frequéncia alélica apresentou distribuicdo
semelhante em ambos os grupos, sendo mais frequente o alelo G selvagem (P= 0,60). As
populacées estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg (3?= 0,03, P= 0,85; x*= 0,16, P=
0,68).
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Tabela 8. Distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo NOS2A-
954G/C nos grupos positivo e negativo

Frequéncias n (%)

Polimorfismo Malaria (+) Malaria (-)
NOS2A-954GIC OR (95% CI) “Valor de P
(N=73) (N=194)
Alelos
G 143 (98%) 377 (97%) 1,39 (0,38 — 5,05) 0,6
C 3 (2%) 11 (3%)
Genotipos
GG 70 (95,9%) 183 (94,3%) 1,00
CG 3 (4.1%) 11 (5,7%) 1,40 (0,38 — 5,18) 0,6
CcC i i i

NOS2A, gene 6xido nitrico sintase indutase; Alelos, n(%); Genaotipos, n(%); OR (95% CI), célculo de
Odds Ratio com intervalo de confianca (Cl) de 95%; *Analise pelo teste y° de Fisher utilizando o modelo de

codominancia.

6.7.Analise Haplotipica do Gene IL10A

Neste estudo também analisamos se a associacdo dos polimorfismos da regido
promotora -1082/-592/-819 do IL10A pode contribuir para a susceptibilidade ou resisténcia
a malaria. Dessa forma, conseguimos construir quatro haplétipos a partir de combinacfes
dos polimorfismos investigados no gene IL10A. Através do célculo do estimador de
méxima verossimilhanca via algoritmo EM e do modelo de regressao logistica, foi
considerada a frequéncia dos haplotipos.

O haplotipo mais frequente ou haplétipo de referéncia foi o haplétipo 1 - GCC
(Hapl), seguido pelo haplotipo 2 - AAT (Hap2). Os haplétipos Hapl e Hap2 apresentaram
frequéncia semelhante nos grupos com diagnostico positivo e negativo (Hap1=0,3257 e
Hap2=0,37; Hapl1=0,3805 e Hap2=0,3056, respectivamente) (P= 0,66). Contudo, os
haplétipos 3 - ACC e 4 - GAT (Hap3 e Hap4) apresentaram diferenca significativa, com

maior prevaléncia do Hap3 no grupo com diagnéstico negativo (0,2486) e maior
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prevaléncia do Hap4 no grupo positivo (0,1948). Essa distribuicdo e os dados obtidos da
analise indicam que o Hap3 esta associado com protecdo a malaria (OR=0,36; P= 0,036)

e 0 Hap4 est4 associado ao risco de contrair a malaria (OR=3,83; P=0,009) (tabela 9).

Tabela 9. Frequéncias dos haplétipos do gene IL10A nos grupos positivo e negativo.

Frequéncias dos Haplotipos

1082 819 -592 Maléria (+) Maldria (- OR (95% CI) “Valor de P
Hap1 G C C 0,3257 0,37 1,00
Hap2 A T A 0,3805 0.3056 0.85 (0,40 — 1,77) 0,66
Hap3 A C C 0,0989 0,2486 0.36 (0,14 - 0,93) 0,036
Hapd G T A 0,1948 0.0759 3.83 (1,40 — 10,45) 0,009

-1082/-592/-819: posi¢des dos polimorfismos na regido promotora do gene interleucina 10; OR (95% CI), calculo de
Odds Ratio com intervalo de confianca (Cl) de 95%; *Andlise pelo calculo de EMV via algoritmo EM utilizando modelo de

regressao logistica.

6.8.Frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo IFNG+874T/A de acordo

com o numero de episodios anteriores de malaria.

Avaliamos o polimorfismo IFNG+874T/A nos subgrupos de individuos de acordo
com o nimero de episédios de malaria através da analise de x* e o uso do modelo de
regressdo logistica co-dominante, e vimos que a distribuicAo dos gendétipos foi
significativamente diferente entre os dois subgrupos, com maior frequéncia do genétipo
homozigoto variante AA no grupo com < 6 episédios (55,6%) e maior frequéncia do
genotipo homozigoto selvagem TT no grupo > 6 episddios (12,3%) (P= 0,08). Essa
diferenca se reflete na distribuicdo alélica de IFNG +874T/A, na qual o alelo variante A foi
significativamente mais frequente do que o T selvagem e apresentou o valor de OR< 1 e
P=0,04, indicando uma associacao protetora do alelo A a malaria (tabela 10). Os grupos
analisados de acordo com o numero de episédios estavam em equilibrio de Hardy-
Weinberg (> 6 episédios: y°= 0,61 e P= 0,78; < 6 episddios: 1= 0,06 e P= 0,80).
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Tabela 10. Distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo
IFNG+874T/A nos subgrupos de acordo com o numero de episodios anteriores de malaria.

Frequéncias n (%)

: : Individuos com n®  Individuos com n?
Polimorfismo

IFNG+874T/A  de episddios > de episddios <6 OR (95% CI) “Valor de P
(N=106) (N=160)
Alelos
A 143 (67%) 241 (75%) 0,67 (0.46 — 0,99) 0,04
T 69 (33%) 79 (25%)
Gendtipos

AA 50 (47 2%) 89 (55.6%) 1.00

AT 43 (40,6%) 63 (39.4%) 0.82 (0.49 — 1.38) 0.08

T 13 (12,3%) 8 (5%) 0.35 (0,13 — 0,89)

IFNG, gene interferon gama; Alelos, n(%); Gendtipos, n(%); OR (95% CI), célculo de Odds Ratio com

intervalo de confianca (Cl) de 95%; *Analise pelo teste x° utilizando o modelo de codominancia.

6.9.Frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos do gene IL10A de acordo

com o numero de episédios anteriores de malaria

As frequéncias alélicas do polimorfismo IL10A-1082G/A foram 51% do alelo A
variante e 49% do alelo G selvagem no subgrupo >6 episodios e 55% do alelo A variante e
45% do alelo G selvagem no subgrupo <6 episddios. O gendétipo heterozigoto AT do
polimorfismo IL10A-1082G/A manteve-se presente em frequéncias aumentadas (72,6% e
75,6%), porém néo foi significativo (P= 0,43), assim como na distribuicédo alélica (P= 0,45)
(Tabela 11). O equilibrio de Hardy-Weinberg também ndo se manteve nos subgrupos >6 e
<6 episodios (XZ: 21,84, P=0,00; x°= 44,25, P= 0,00, respectivamente).
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Tabela 11. Distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo I1L10-
1082G/A nos subgrupos de acordo com o numero de episodios anteriores de malaria.

Frequéncias n (%)

- . ] M (1]
Polimarfismo Individuos com n® Individuos comn

IL10-1082G/A  de episodios >6  de episodios <6 OR (35% CI) “Valor de P
(N=106) (N=160)
Alelos
A 109 (51%) 175 (55%) 0.87 (0.61 — 1.24) 0.45
G 103 (49%) 145 (45%)
Gendtipos

AA 16 (15.1%) 27 (16.9%) 1,00

AG 77 (72.6%) 121 (75.6%) 0,93 (0.47 — 1.84) 0.43

G 13 (12,3%) 12 (7.5%) 0.55 (0,20 — 1.49)

IL10A, gene interleucina 10; Alelos, n(%); Gendtipos, n(%); OR (95% CI), célculo de Odds Ratio

com intervalo de confianca (Cl) de 95%; *Analise pelo teste xz utilizando o modelo de co-dominéncia.

As analises de acordo com o numero de episodios anteriores de maléaria para os
polimorfismos IL10A-592A/C e IL10A-819T/C se encontram listadas na tabela 12. Apesar
da diferenca significativa encontrada nos subgrupos de acordo com diagndstico para
esses polimorfismos, em relacdo ao numero de casos as frequéncias alélicas foram
semelhantes nos dois subgrupos (>6 episédios: 56% do alelo C variante e 44% dos alelos
selvagens A/T; <6 episodios: 57% do alelo C variante e 43% dos alelos selvagens A/T) (P=
0,78). Assim como a distribuicéo alélica, a distribuicdo dos genétipos foi homogénea e néo
apresentou nenhuma diferenca significativa (P= 0,88). Os subgrupos apresentados na
tabela 11 estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg (= 0,52, P= 0,46; y°= 0,06 e P=
0,80).
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Tabela 12. Distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo IL10-
592A/C e IL10-819T/C nos subgrupos de acordo com o numero de episodios anteriores de
malaria.

Frequéncias n (%)

Polimorfismos  Individuos com n® Individuos com n®
IL10-592A/C e de episddios »6  de episodios =6

1 10-819T/C OR (95% CI) “Valor de P
(N=106) (N=160)
Alelos
C 118 (56%) 182 (57%) 0,95 (0,67 — 1,35) 0,78
AT 94 (44%) 138 (43%)
Gendtipos
cC 31 (29,2%) 51 (31,9%) 1,00
CAICT 56 (52,8%) 80 (50%) 0,87 (0,50 — 1,52 0,88
AATT 19 (17.9%) 291(18,1%) 0,93 (0,45 —1,93)

NOS2A, gene 6xido nitrico sintase indutase; Alelos, n(%); Genétipos, n(%); OR (95% CI), célculo de Odds Ratio

com intervalo de confianca (Cl) de 95%; *Analise pelo teste xz de Fisher utilizando o modelo de co-dominancia.

6.10. Frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo NOS2A-954G/C acordo

com o numero de episodios anteriores de malaria.

No polimorfismo NOS2A-954G/C foi utilizado o teste x* de Fisher com o modelo de
regressao logistica codominante. O gendétipo homozigoto selvagem GG foi mais frequente
em nos subgrupos >6 e <6 episodios anteriores de malaria, 96,2% e 93,8%,
respectivamente. Porém essa diferenca ndo parece mostrar associacdo com a malaria
(OR=1,70; P= 0,37). A frequéncia alélica apresentou distribuicdo semelhante nos grupos,
sendo mais frequente o alelo G selvagem (P= 0,38) (tabela 13). As popula¢cbes estavam
em equilibrio de Hardy-Weinberg (x*= 0,39, P= 0,84; y*= 0,16 e P= 0,68).
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Tabela 13. Distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo INOS-
954G/C nos subgrupos de acordo com o nimero de episodios anteriores de malaria.

Frequéncias n (%)

, . Individuos com n® Individuos com n®
Polimorfismo

iNOS-954G/c g€ episddios >6 - de epistdios <6 OR (95% Cl) “Valor de P
(N=106) (N=160)
Alelos
G 208 (98%) 310 (97%) 1.67 (0.51 — 5.41) 0.38
C 4 (2%) 10 (3%)
Gendtipos

GG 102 (96.2%) 150 (93,8%) 1.00

cG 4 (3,8%) 10 (6,2%) 1.70 (0,52 — 5.57) 0.37

cc

NOS2A, gene 6xido nitrico sintase indutase; Alelos, n(%); Genétipos, n(%); OR (95% CI), célculo de
Odds Ratio com intervalo de confianca (ClI) de 95%; *Analise pelo teste XZ de Fisher utilizando o modelo de

co-dominancia.

6.11. Frequéncias dos haplétipos do gene IL10A nos subgrupos de acordo com o

nuamero de episédios anteriores de malaria.

A andlise dos subgrupos >6 e <6 episddios anteriores de malaria para o haplétipos
esta representada na tabela 14. O Hapl foi o mais frequente nos dois grupos (0,369 e
0,334), seguido pelo Hap2 (0,3265 e 0,3121). Hap3 e Hap4 ocorreram em menor
frequéncia, porém diferente da analise dos grupos positivo e negativo, ndo houve
diferenca significativa na distribuicdo dos haplétipos (Hap3: OR=1,46; P=0,24 e Hap4:
OR=1,05; P=0,92).
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Tabela 14. Frequéncias dos haplétipos do gene IL10A nos subgrupos de acordo com o nimero de
episédios anteriores de malaria.

Frequéncias dos Hapldtipos

Individuos Individuos
i § i com Numero  com Nuamero 0
1082 819 592 de Episédios  de Episdios OR (95% Cl) *Valor de P
> B <6

Hap1 G c c 0,369 0,334 1.00
Hap? A T A 0,3265 0,3121 1,16 (0,64 — 2,09) 0,63
Hap3 A C C 0.1876 0,2347 1,46 (0,78 — 2,73) 0,24
Hap4 G T A 0,1169 01191 1,05 (0,46 - 2,39) 0,92

-1082/-592/-819: posi¢bes dos polimorfismos na regido promotora do gene interleucina 10; OR (95% CI), calculo de
Odds Ratio com intervalo de confianga (Cl) de 95%; *Analise pelo célculo de EMV via algoritmo EM utilizando modelo de
regressao logistica.

6.12. Anéalise Funcional do Polimorfismo IFNG+874T/A

Com o intuito de verificar se os polimorfismos investigados influenciavam nos niveis
séricos da citocina IFNy, comparamos as concentracdes desse mediador com o0s
genotipos e alelos encontrados na populacdo estudada (Fig. 13A e B). Os individuos com
genoétipo homozigoto variante AA tiveram em média 145,72+506,44 pg/mL de IFN-y, o
genadtipo heterozigoto AT 111,62 + 326,35 pg/mL e o homozigoto selvagem TT 50,71 +
69,17 pg/mL, porém essas diferencas nao foram significativas (P=0,33). As concentracdes
de IFN-y associadas aos alelos foram 130,89 + 436,85 pg/mL para os genétipos que
carreiam o alelo variante A e 101,62 + 300,27 pg/mL para os carreadores do alelo
selvagem T, estatisticamente semelhantes, com valor de P= 0,45.
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Figura 13. Concentracdo de IFN-y de acordo com os gendtipos e alelos presentes no
polimorfismo IFNG+874T/A.

6.13. Anéalise Funcional dos Polimorfismos do Gene IL10A

Na figura 14 foram observadas concentra¢gdes de IL-10 de 73,40 + 260,16 pg/mL
para o genotipo homozigoto variante AA, 738,54 + 260,16 pg/mL para o heterozigoto AG e
53,03 £ 171,30 pg/mL para o homozigoto GG, que foi representado por um pequeno
namero de individuos. As médias das concentracdes de IL-10 para os carreadores dos
alelos foram 620,35 + 2069,82 pg/mL para os gendtipos que carreiam o alelo variante A e
662,03 + 2144,07 pg/mL para os que carreiam o alelo G selvagem.

O polimorfismo IL10A-1082G/A ndo apresentou diferenca significativa entre os
genotipos (Fig. 14A) e os alelos carreados pelos genétipos (Fig. 14B) e IL-10. O valor de P
foi 0,28 para o polimorfismo IL10A-1082G/A.
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Figura 14. Concentracdo de IL-10 de acordo com 0s genoétipos e alelos presentes no
polimorfismo IL10A-1082G/A

Os gendtipos e alelos presentes nos polimorfismos IL10A-592A/C e IL10A-819T/C
apresentaram forte associacdo com 0s niveis plasmaticos de IL-10. As concentracdes de
IL-10 foram mais baixas nos individuos que portavam o genétipo homozigoto variante CC
(82,26+349,82 pg/mL), quando comparadas aos individuos com genoétipo heterozigoto
AC/TC com niveis intermediéarios de IL-10 (551,25+1664,37 pg/mL) e aos individuos com
gendtipo homozigoto selvagem AA/TT com niveis elevados do mediador
(1451,13+3571,25 pg/mL) (P < 0,0001) (Fig. 15A). Os genotipos carreadores do alelo C
variante apresentaram niveis muito reduzidos (373,50+£1346,65 pg/mL) comparados aos
individuos carreadores dos alelos A ou T selvagens (785,50+1346,65) (P=0,007) (Fig.
15B).
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Figura 15. Concentracdo de IL-10 de acordo com o0s genétipos e alelos presentes nos
polimorfismos IL10A-592A/C e IL10A-819T/C

6.14. Analise Funcional do Polimorfismo NOS2A-954G/C

As concentracdes dos radicais de nitrogénio foram em média 34,99 + 19,57 pg/mL
para o homozigoto GG selvagem e 30,34 = 24,59 pg/mL para o heterozigoto GC. Nao
houve amostra para o genétipo CC, e observando os alelos carreados tivemos analise
idéntica a genotipica devido a auséncia do gendtipo CC. O polimorfismo NOS2A-954G/C
ndo apresentou diferenca significativa entre os gendtipos (figura 16) e alelos carreados, e
as concentracdes de radicais de nitrogénio. O valor de P foi 0,19 para o polimorfismo
NOS2A-954G/C.
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Figura 16. Concentracdes dos radicais de nitrogénio de acordo com o0s genotipos

presentes no polimorfismo NOS2A-954G/C

6.15. Influéncia do Polimorfismo IFNG+874T/A na Densidade Parasitéaria

Na Fig. 17, ndo observamos nenhuma influéncia no polimorfismo IFNG+874T/A na
densidade parasitaria do grupo com malaria. Nao houve diferenca significativa nos niveis
de parasitemia entre 0s genoétipos heterozigotos AT (1487,34 = 3665,82 parasitas/uL),
homozigoto selvagem TT (512,95 + 1501,54 parasitas/pL) e homozigoto variante AA
(875,59 + 2229,39 parasitas/yL) (Fig. 17A), e nem avaliando os alelos carreados pelos

genatipos, T selvagem e A variante (Fig. 17B).
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Figura 17. Comparacgéo da densidade parasitaria e as variantes do polimorfismo IFNG+874T/A

6.16. Influéncia dos polimorfismos do gene IL10A na Densidade Parasitaria

As médias das densidades parasitarias foram estatisticamente semelhantes nos
diferentes gendtipos do polimorfismo ILL0A-1082G/A, nas quais 0 homozigoto variante AA
apresentou 130,95 + 549,85 parasitas/uL, o heterozigoto AG 1378,72 + 3238,91
parasitas/uL, e o homozigoto selvagem GG 576,13 = 1670,49. A baixa parasitemia
observada nos individuos homozigoto GG nédo é significativa e pode ser devido a numero
pequeno de individuos com esse genétipo. Entretanto, as densidades parasitarias
encontradas nos individuos homozigotos AA foram significativamente menores do que nos
heterozigotos AG (P= 0,007), demonstrando associacdo desses gendtipos com maiores
parasitemias (figura 18. A). Além disso, a variante alélica carreada do polimorfismo IL10A-
1082G/A apresentou diferenca significativa quando comparamos as densidades
parasitarias (P= 0,004) (figura 18. B).

Nos polimorfismos IL10A-592A/C e IL10A-819T/C, nos quais vemos as mesmas
meédias devido o desequilibrio de ligacdo nos dois polimorfismos, encontramos 2295,31 +
4169,11 parasitas/puL nos individuos homozigoto selvagem AA ou TT, 1143,54 + 2875,53
parasitas/puL nos individuos heterozigotos AC ou TC, e 233,40 £ 997,35 parasitas/pL nos
individuos homozigoto variante CC. A parasitemia de acordo com o0s gendétipos foi
significativamente diferente, com valor de P< 0,0001, indicando que o genotipo
homozigoto variante CC apresenta baixa parasitemia, seguido por uma parasitemia
intermediaria no gendtipo heterozigoto AC/TC, e parasitemia aumentada nos individuos
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gue carreiam o gendtipo homozigoto selvagem AA/TT (figura 18. C). Essa diferenca
foi significativa e a forte associacdo da densidade parasitaria com os polimorfismos IL10A-
592A/C e IL10A-819T/C se manteve quando comparamos os alelos carreados pelos
genotipos (P=0,008; figura 18. D).
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Figura 18. Comparacédo da densidade parasitaria nos genotipos e alelos carreados pelos genétipos no
polimorfismo do gene IL10A
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6.17. Influéncia do polimorfismo NOS2A-954G/C na Densidade Parasitaria

Para o polimorfismo NOS2A-954G/C nao detectamos 0 genoétipo homozigoto
variante CC e ndo encontramos nenhuma diferenca significativa entre a densidade
parasitaria do gendtipo heterozigoto GC (797,86 + 2376,97 parasitas/pL) e homozigoto
selvagem GG (1117,00 £ 2913,91 parasitas/pL) (figura 19).
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Figura 19. Comparacéo da densidade parasitaria e as variantes do polimorfismo NOS2A-954G/C

60



7. DISCUSSAO

A compreensao da variabilidade da resposta do hospedeiro a infeccdo malarica
continua a ser um grande desafio. Fatores genéticos, tanto do hospedeiro como
ambientais, contribuem para essa variabilidade, conferindo resisténcia inata ou interferindo
de alguma forma na reposta imune.

E possivel destacar como fontes de variabilidade no carater de susceptibilidade a
malaria, fatores inerentes ao hospedeiro, tais como polimorfismos genéticos que ocorrem
em eritrocitos e células do sistema imune [51, 132-133]. Alguns genes relevantes para a
resposta imune e o processo de inflamagéo também tém sido associados a maléria [6,
134-137]. Dentre eles, destacamos nesse estudo de associacdo genética a presenca de
polimorfismos nos genes das citocinas interferon gama (IFN-y) [138] e interleucina 10 (IL-
10) [123], e da enzima Oxido nitrico sintase induzida [139] em uma populacdo amazodnica
brasileira exposta a maléaria. Polimorfismos funcionais em genes que podem confirmar
diferencas interindividuais na sintese e secrec¢do destas proteinas tém sido associados a
doencas que tém uma patogénese inflamatdria como a malaria.

Os nossos resultados fornecem evidéncias da relagdo entre os polimorfismos
investigados e a susceptibilidade a malaria. Primeiramente, foram avaliadas as
frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo IFNG+874T/A na nossa populacédo de
area endémica. O alelo variante A foi 0 mais comum na populacdo, assim como o0 genotipo
homozigoto AA correspondente. Essas frequéncias encontradas na nossa populacdo de
estudo, estao de acordo com estudos anteriores realizados em outras regides amazonicas
brasileiras [89] e colombianas [140]. No entanto, estudos realizados no Brasil em areas
nao amazodnicas observaram que o0 genotipo homozigoto AA era predominante em
pacientes com tuberculose, enquanto, os individuos de grupo controle da mesma regiao
tinham o gendtipo heterozigoto AT predominante, demonstrando uma composicao
heterogénea nas diferentes regiées geogréficas do Brasil, além da importante associacao
desse polimorfismo a tuberculose [78, 83].

Apbs conhecer a frequéncia do polimorfismo IFNG+874T/A na populagéo avaliamos
a possivel associacdo do polimorfismo comparando os individuos com malaria aos
individuos sem malaria no momento da coleta, e ndo encontramos nenhuma diferenca
significativa entre os grupos. Visto que os individuos com diagndéstico negativo viviam em
area endémica e relataram infecgbes prévias de maléria, utilizamos como parametro

adicional o numero de episodios prévios de malaria, e encontramos frequéncias
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significativamente maiores do genétipo homozigoto variante AA nos individuos com menor
namero de episodios, enquanto os individuos com maior numero de episodios
apresentaram maior frequéncia do gendtipo homozigoto selvagem TT, sugerindo um
carater de protecao ligada ao alelo A variante. A andlise da funcao biolégica deste SNP
sugere que os portadores do alelo variante sdo baixos produtores de IFN-y [74, 140].
Contudo, esse efeito protetor se mostrou controverso ao avaliarmos as concentragoes de
IFN-y e da parasitemia de acordo com a distribuigdo alélica e genotipica, nas quais nao foi
observada nenhuma diferenca significativa na comparacdo dos gendtipos e alelos na
nossa populacdo. Nossos resultados foram diferentes de Medina e colaboradores que
relataram pela primeira vez numa populagdo de area endémica no Brasil, que a
concentracédo de IFN-y no soro de pacientes foi significativamente menor em individuos
AA em comparacdo com os portadores do alelo T selvagem [89].

Complementando nossos resultados, a andlise dos niveis de IFN-y na populagao
indicou que os niveis plasmaticos de IFN-y foram significativamente maiores no grupo com
diagndstico positivo em comparacao ao grupo com diagndstico negativo. Esta observacao
era esperada uma vez que o IFN-y contribui para a polarizagdo da resposta Thl das
células T e também esta relacionado com a protecéo contra a alta densidade de parasitas,
como é mostrado pela associacdo entre niveis elevados de concentracdo de IFN-y e o
controle da parasitemia em alguns estudos [141].

Ao analisarmos entdo o polimorfismo do gene IL10A, na posi¢édo -1082, associado a
diminuicdo da producdo de IL-10 [142] observamos que a frequéncia alélica era
semelhante, porém quanto aos genotipos, a populacao foi predominantemente portadora
do gendtipo heterozigoto AG, com frequéncias muito baixas de individuos homozigotos
selvagens GG. Alguns estudos que abordaram esse polimorfismo descreveram
frequéncias maiores do alelo variante A, além de variacdo dessa distribuicdo de acordo
com a etnia [89, 102, 143-145].

Nas analises de susceptibilidade, ndo foi possivel encontrar associacfes
significativas deste polimorfismo com os niveis de IL-10, com a ocorréncia da doenca, ao
compararmos individuos com diagndstico positivo e negativo no momento da coleta, e
com a recorréncia da doenca, de acordo com a analise das variantes e 0 numero de
episodios anteriores de malaria relatados pelos pacientes. Além disso, 0s grupos
avaliados ndo estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg, demonstrando a necessidade de
uma amostra representativa para verificar uma possivel relacdo desse polimorfismo com a
malaria. Esse mesmo polimorfismo ja foi associado com infec¢cdo por virus Epstein Barr
[146], hepatite [146], cancer gastrico [147] e asma [145].
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Ainda no gene IL10A analisamos mais dois polimorfismos nas posi¢oes -592 e -819
da regido promotora, também associados a producéo efetiva de IL-10 que tem importante
papel na resposta imune no curso da infec¢do. Estes dois polimorfismos, s&o comumente
investigados por apresentarem desequilibrio de ligagdo, com D= 0,999 entre os
polimorfismos IL10A-592A/C e IL10A-819T/C (D’ representa a probabilidade de ocorrer o
desequilibrio de ligacdo). Dessa forma, obtivemos as mesmas frequéncias genéticas e
alélicas nos polimorfismos IL10A-592A/C e IL10A-819T/C.

As frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos IL10A-592A/C e IL10A-
819T/C demonstraram que as frequéncias alélicas sdo semelhantes e ha uma frequéncia
um pouco maior de individuos heterozigotos AC/TC na populacdo total. Contudo, ao
compararmos 0s grupos de individuos com maléria contra os individuos sem maléaria
encontramos alta prevaléncia do alelo C variante e do homozigoto CC/CC nos individuos
sem maléaria, e maior prevaléncia dos alelos A/T e gendtipo homozigoto AA/TT nos
individuos com maléaria. Essa diferenca é significativa, com valor de P<0,0001, e indica
gue o alelo C tem efeito de protecdo na populacdo devido sua prevaléncia no grupo
negativo e o valor de OR<1. Como nos demais polimorfismos, utilizamos como parametro
de susceptibilidade o numero de infeccbes malaricas relatadas e nédo observamos
nenhuma associacao significativa com esse fator. Porém, as analises das concentragfes
da citocina IL-10 e da densidade parasitaria confirmaram o efeito protetor associado ao
alelo C variante. O alelo C e o gendétipo homozigoto CC apresentaram baixos niveis de IL-
10 comparados aos outros alelos e gendtipos, concordando com a literatura que sugere
gue esses polimorfismos estdo associados a diminuicdo na producéo de IL-10 e que 0s
altos niveis de IL-10 reduzem a capacidade efetiva do clearence parasitario [130], como
demonstrado na baixa densidade parasitaria observada nos portadores do alelo C variante
baixo produtor de IL-10 e o contrario com os portadores dos alelos A/T selvagens alto
produtor de IL-10 e com alta densidade parasitaria.

Na analise dos haplétipos compostos pelos nucleotideos que ocorrem nas posicdes
-1082, -592 e -819 do IL10A observamos que o haplétipo mais frequente foi o haplétipo
designado GCC, seguido em frequéncia pelo haplétipo denominado ATA. Porém, esses
haplotipos ndo apresentaram associagdo significativa com a malaria. Os resultados
encontrados corroboram com estudos que demonstraram a formacdo de haplotipos
comuns, ATA e GCC [148]. Mais dois haplotipos, ACC e GTA, foram encontrados em
menor frequéncia na nossa populacdo. Mas, apesar da menor frequéncia, esses
haplétipos tiveram diferenca significativa na comparacdo dos grupos com malaria e sem

malaria, e foi possivel observar um efeito de protecéo ligada ao haplétipo ACC, devido a
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maior frequéncia em individuos de diagndstico negativo (P=0,036) e OR< 1, e um carater
de risco ligado ao haplétipo GTA com maior frequéncia nos individuos positivos (P=0,009)
e OR> 1.

Um estudo de meta-analise de Zheng e colaboradores demonstrou que o haplotipo
ATA esta associado a susceptibilidade a asma, enquanto outro estudo de meta-analise
que também investigou relacdo com a asma nao encontrou associacdo com nenhum
haplétipo dos polimorfismos de IL10A da regido promotora [145]. J& Garcia e
colaboradores sugeriram que o haplétipo ACC esta estreitamente relacionado a protecao
do desenvolvimento da hanseniase numa populacéo brasileira, assim como 0S nossos
resultados [149].

Na infeccdo malarica um estudo transversal realizado em uma populacdo do
Gambia em um grupo de caso-controle e intrafamiliar combinado demonstraram que o
hapl6tipo do gene IL10A nas -919C/-627G/-1117C/-3585T foi fracamente associado com a
protecdo na malaria cerebral e anemia grave [150]. Outro estudo que analisou 0S mesmos
SNPs do IL10A gue o nosso estudo encontrou associacdo do haplétipo -1082A/-819T/-
592A, o haplétipo ATA, com o aumento da susceptibilidade a anemia severa e a reducao
significativa da producao de IL-10 [151].

Para as analises do polimorfismo do gene NOS2A é interessante destacar que
devido a importancia do NO e dos radicais de nitrogénio na morte de parasitas
intracelulares, o gene responsavel pela producdo desses radicais tem sido cada vez mais
investigado. Assim, varios SNPs tém sido descritos no gene NOS2A relacionando a
presenca destes polimorfismos com doencgas infecciosas. Verificamos o polimorfismo no
I6cus -954 e observamos que nao foram detectados todos os possiveis genotipos. O
gendtipo homozigoto variante CC néo foi encontrado e a prevaléncia foi de individuos
portadores do genoétipo homozigoto GG com baixa frequéncia de individuos com o
genotipo heterozigoto GC. Quanto a frequéncia alélica verificamos alta frequéncia do alelo
selvagem G. A frequéncia de NOS2A-954G/C pode variar entre as populacdes. O alelo C
variante vem se mostrando ser ausente na populacdo caucasiana, e em baixa frequéncia
na Asia. No entanto, ele se apresenta em alta frequéncia na populacéo africana. Um
estudo desenvolvido no Brasil relacionando polimorfismo do NOS2A com a tuberculose
encontrou frequéncias bem altas do genaétipo GG, frequéncias baixas do heterozigoto GC
e ainda menores do homozigoto CC, frequéncias que se assemelham ao nosso estudo
[152]. A avaliagdo dos individuos de acordo com o diagndéstico e com o numero de
episodios de malaria ndo demonstrou nenhuma associagdo significativa do polimorfismo

NOS2A-954G/C com a malaria. O mesmo se deu para os niveis dos radicais de nitrogénio
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e para a parasitemia, nos quais 0s genoétipos e alelos do polimorfismo ndo demonstraram
relacdo com esses parametros. Por essa razdo, nossos dados sugerem que O
polimorfismo NOS2A-954G/C nédo exerce influéncia na susceptibilidade a malaria. Este
polimorfismo ja foi associado a doengcas como diabetes [120], HIV [121], 2004) e artrite
reumatoide [122], porém na malaria ele apresenta resultados controversos. Ohashi et al
(2002) mostrou associagcdo com altos niveis de atividade da enzima iNOS, enquanto Kun
et al (2001) encontrou associacdo desse polimorfismo com a protecdo a malaria em
criancas africanas. No Brasil, Messias-Reason ndo encontrou nenhuma associacdo de
variantes do gene NOS2A com formas clinicas da hanseniase, além disso, o0 mesmo
estudo ndo detectou o polimorfismo do l6cus -954 na populagéo [153]. Outro estudo caso-
controle investigou o polimorfismo NOS2A-954G/C e também nao obteve associacao
significativa com a tuberculose e nem com os niveis dos radicais de nitrogénio em uma
populacao brasileira [152].

Os resultados desse estudo confirmam a importdncia da resposta imune, em
particular das citocinas, na patogénese da maléria, devido a associacdo que mostramos
dos polimorfismos IL10A-592A/C e IL10A-819T/C e dos haplétipos com os parametros de
avaliacdo da susceptibilidade a malaria, a ocorréncia da doenca, a recorréncia, o nivel da
citocina e a densidade parasitaria. Esta importante associagdo sugere que possa haver
um balanco de IL-10 que influencia a ocorréncia da doenca e o controle da parasitemia.
Neste trabalho n&o foi possivel inferir uma possivel associagdo do polimorfismo IL10-
1082G/A devido a representatividade da amostra. Contudo, nossos achados nos
polimorfismos de IFNG e NOS2A em area endémica brasileira sdo comparaveis a outras
regibes endémicas de maléria, onde a distribuicdo das variantes e a auséncia de

associacdo com a malaria também foram relatadas.
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8. CONCLUSOES

Os resultados deste estudo permitem chegar as seguintes conclusdes:

Na infeccdo malarica os niveis séricos de IFN-y e IL-10 se encontram aumentados
e os dos radicais de nitrogénio estdo diminuidos quando comparados aos individuos
negativos para malaria,;

A historia pregressa de malaria ndo esta associada aos polimorfismos nem aos
niveis plasmaticos das citocinas e dos radicais de nitrogénio;

Os polimorfismos T/A no l6cus 874 do gene IFNG e G/A no lécus -1082 do gene
ILLOA parecem ndo estar associados com a ocorréncia de malaria nem com a producéo
destas citocinas;

O polimorfismo G/C no l6cus 954 do gene NOS2A ndo esta associado com a
ocorréncia de malaria e nem a producédo dos derivados de nitrogénio;

Nos polimorfismos A/C no locus 592 e T/C no l6cus 819 do gene IL10A, o alelo C
variante esta associado a um carater protetor e os alelos selvagens A/T sugerem um
caréter de risco de contrair a maléria;

A associacdo dos polimorfismos da regido promotora -1082/-592/-819 do IL10A,
mostrou que o haplotipo ACC esta associado com protecdo antiparasitaria a malaria e o

haplétipo GAT esta associado ao risco de contrair a malaria;
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9. PERSPECTIVAS

e Avaliar os polimorfismos em outras regides do gene IFNG (IFNG-183G/T) e de
outras citocinas como TNF-aq;

e Verificar se estes polimorfismos interferem com a resposta imune celular especifica
para antigenos plasmodias através da estimulagdo in vitro das células destes
voluntarios com peptideos representando epitopos de células T presentes em

proteinas candidatas a compor uma vacina.
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11.

ANEXOS

11.1.

Comité de Etica

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

Rio de Janeiro, 26 de marco de 2009.

Carta: 024/09
De: CEP/FIOCRUZ

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

Prezados Senhores,

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

Atenciosamente

Carla Dias Netto
Secretaria Geral
CEP/Fiocruz

Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
Fundagéo Oswaldo Cruz
Avenida Brasil, 4.036 - Sala: 705
Manguinhos - RJ. - CEP.: 21.040-360
Tels.: (21) 3882-9011 Fax: (21) 2561-4815
e-mail: etica@fiocruz.br
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11.2. Termo de Consentimento

Anexo 2

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Institui¢cBes: Instituto Oswaldo Cruz — Fiocruz, Rio de Janeiro; Laboratério Central
de Saude — LACEN, Porto Velho.

Titulo do Projeto de Pesquisa: Maléria, Leishmaniose Tegumentar Americana e
Tuberculose: aspectos clinico-epidemiolégicos, parasitolégicos, bioquimicos e
imunologicos e avaliacdo das co-infecgcdes em area com populacdo de assentamento no
Estado de Rondénia.

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

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

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

Nome do Voluntario:

As doencas infecciosas sdo um grande problema no Brasil. Em Ronddnia a mais conhecida
€ a malaria, mas outras doencas como a tuberculose, as leishmanioses e as parasitoses intestinais
também tem sido diagnosticadas. Os pesquisadores que estédo fazendo o estudo para o qual estou
sendo convidado, me informaram que eles gostariam de estudar a presenca destas doengas na

populacdo da area onde eu moro.

AASSIM, EU, oo e s , declaro que sou voluntério
no estudo sobre a presenca destas doencgas na minha regido. Para que eu possa participar como
voluntério, terei de fazer varios exames (item C) para ver se eu estou com uma ou mais das
doencas que vao ser estudadas (maléria, tuberculose, leishmaniose e parasitoses intestinais). Fui
informado que este estudo € para obter mais conhecimentos sobre estas doencas e o que
acontece quando mais de uma delas for encontrada na mesma pessoa. Fui também informado

gue, caso alguma dessas doencas for diagnosticada em mim, eu serei encaminhado a uma
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unidade de saude para fazer o tratamento e o acompanhamento do meu caso. A minha
participacdo em nada alterara o atendimento nas unidades de salde, caso eu venha a precisar por
outros motivos. Uma parte dos resultados deste estudo me beneficiara caso eu esteja com uma
dessas doencas, pois terei o diagndstico feito e poderei ser tratado, mas outra parte ndo me
beneficiar4 diretamente, pois servira para estudar estas doengas. No entanto, estes resultados
poderdo no futuro beneficiar outras pessoas que também tenham a minha doenca. Todos o0s
resultados serdo relatados a minha pessoa e considerados confidenciais, podendo os mesmos
serem divulgados na forma de comunicagdo e artigos cientifica. Entretanto ndo sera permitido a

minha identificagéo.

Pelo responsével fui informado de que:

Este documento procura fornecer informagfes sobre as doencgas que serdo estudadas e o
gue serad realizado, detalhando os procedimentos e exames, beneficios, inconvenientes e
possiveis riscos. Poderei recusar-me a participar da pesquisa ou, mesmo, dela me afastar em
gualquer tempo, sem que este fato me venha a causar qualquer constrangimento. Os exames e
procedimentos aplicados serdo gratuitos. Os investigadores se obrigam a néo revelar minha
identidade em qualquer publicagéo resultante deste estudo, assim como, poderdo interromper
minha participacdo, a qualquer tempo, por razbes técnico/ médicas quando entdo, me serao
fornecidos aconselhamentos e orientacao.

A minha participacdo no projeto consiste em autorizar a realizagdo de exames para avaliar
se tenho estas doencas e que esse material seja utilizado neste estudo. Também autorizo que
parte das amostras coletadas seja estocada a fim de servir para outros estudos que tenham como
objetivo a melhor compreenséo da doenca, o desenvolvimento e avaliagdo de novos métodos de
diagnostico; avaliagdo da resposta a antigenos candidatos a uma vacina etc. desde que tal estudo

seja previamente analisado e autorizado por um Comité de Etica em Pesquisa. E importante saber

das seguintes informacgoes:
A- O problema de saude objeto da investigacao:
As doencas que serdo procuradas sdo: 1- malaria- doenca transmitida por mosquito, muito

comum em Rondbnia e que causa momentos de febre alta e calafrios ap6s os quais eu fico

cansado e sem forgcas para trabalhar; 2- leishmaniose cutdnea- € uma doenca da pele que produz

uma ferida de tamanho variavel de acordo com a reacéo do organismo do doente. E causada por
um micrébio denominado Leishmania e também é transmitida por um inseto; 3- tuberculose- é uma
doenca que é transmitida pela respiracdo e comeca nos pulmdes dando febre, tosse e catarro,

pode depois se espalhar pelo organismo, mas isto ndo é comum; 4- parasitoses intestinais- séo

vermes e pequenos agentes que se instalam no meu intestino e podem ou ndo causar doenga.
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Existem os grandes vermes como as lumbrigas e outros, bem pequenos que sdo chamados de
protozoarios e que sO podem ser vistos no microscopio. Para todas estas doencas existe

tratamento, mas ainda nédo existe forma de prevenir com vacinas.

B- Objetivo do trabalho dos pesquisadores:

O objetivo deste trabalho, além de verificar se eu tenho uma destas doencas, é estudar
(identificar) que parasitas estao presentes na minha regido, se a presenga de mais de um deles na
mesma pessoa pode fazer as doencas ficarem diferentes (para melhor ou para pior) e se 0s
pesquisadores podem identificar um tipo de resposta do organismo (imunoldgica) dos pacientes
gue seja protetora (benéfica). O conhecimento desta resposta podera ser importante para se tentar
prever a evolucdo da doenca e com isto tentar evitar ou diminuir as formas graves. Além disto, o
melhor conhecimento destas doencas pode, no futuro, ajudar o desenvolvimento de novos

tratamentos e mesmo de uma vacina.

C- Exames, procedimentos e tratamento que serdo utilizados:

Inicialmente havera coleta de informagBes sobre a doenga através de uma entrevista
detalhada e preenchimento de um questionario por um membro da equipe, exame médico e coleta
de sangue para realizacdo de varios exames (distensdo e gota espessa para diagndstico,
hemograma completo, testes imunolégicos, tipagem de células e produtos secretados por elas,
entre outros). Para isto serd necessaria a coleta 30mL de sangue por via endovenosa em duas
ocasides: no dia do diagndstico antes do tratamento (DO0), podendo ser solicitada para uma coleta
em outra ocasido para verificacdo de cura. Se a médica suspeitar que eu tenho Leishmaniose
fardo um teste na pele (injecdo de 0,1 mL em um dos bracos), chamado teste de Montenegro
(para leishmaniose) para auxiliar no diagnéstico dessa doenca. Além disso, se eu tiver alguma
ferida no corpo que seja suspeita de leishmaniose, sera feita uma biépsia (com anestesia) com
retirada de um pedaco (ndo maior eu 6mm de didmetro) da ferida, que sera dividido em partes
para o diagnéstico da doenca, isolando o parasita e fazendo histopatologia, e para o estudo
cientifico. No caso de suspeita de tuberculose eu terei de colher uma amostra de escarro para
diagnéstico de tuberculose em pote limpo e levar um pote limpo para casa para colher uma
amostra de escarro na manha do dia seguinte ao despertar. Para verificar se eu tenho alguma
verminose vou ter que colher uma amostra de fezes em um pote limpo (chamada amostra fresca)
e uma amostra de fezes num pote contendo um liquido vermelho (chamada fezes conservadas).
Fui informado que o liquido vermelho (MIF) ndo é para ser tomado, e sim para colocar as fezes
nele dentro do pote (as fezes servem para fazer o diagndstico das parasitoses intestinais). Todos
estes procedimentos sdo usados na rotina de diagnéstico e servem para confirmar que estou com

um dos parasitas que provocam as doencas que vao ser estudadas. Eu posso fazer todos os
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exames ou apenas alguns, mas como cada um deles serve para doencas diferentes poderei ndo

ser diagnosticado para algumas deles se néo fizer todos os exames.

D- Beneficios:

Com a excec¢do da malaria, as outras doencas ndo sado diagnosticadas com facilidade, e
isto traz problemas para o controle delas na minha regido. Com o diagnéstico poderei ser
encaminhado a uma unidade de saude para cuidar do meu caso. Além disto, alguns trabalhos tém
mostrado que se uma pessoa tiver mais de um parasita produzindo doenca ao mesmo tempo,
algumas vezes as doencas podem ter mais problema para serem curadas pelos remédios. O
estudo da resposta imune em pacientes com as doencas do estudo tem apontado para um
importante papel de algumas células e fatores do organismo (imunolégicos) na evolucdo das
doencas. No entanto, mais estudos sd0 necessarios para tentar esclarecer o seu papel na
regulagdo da resposta imune levando a cura ou a protecdo. Estes conhecimentos poderdo
fornecer importantes informacdes para se prever a evolugdo destas enfermidades nos individuos

doentes e, para estabelecer uma futura vacina para uma ou mais delas.

E- Inconvenientes:

A reacgdo positiva ao teste de Montenegro se acompanha de inflamacao apenas (restrita) a
area de aplicacdo do teste na pele. Este, no entanto, € o teste padrao para o diagnostico da
leishmaniose tegumentar. A coleta de sangue pode produzir em alguns casos hematoma
(rouxid@o) local que desaparece em 3 a 5 dias. A biopsia é feita sob anestesia no local da leséo
(ferida). Seré realizado curativo compressivo apés biopsia e ndo devo retirar o curativo por 24
horas. Ap6s 24 horas, o curativo podera ser retirado, e diariamente devera ser feito novo curativo.
Receberei gaze estéril e esparadrapo ou atadura de gaze para os curativos. O ponto podera ser
retirado em 5 dias pelo préprio médico ou em posto de cuidados de saude. Fui também informado
de que, como o ponto foi realizado em Ulcera ele podera sair sozinho sem prejuizo da cicatrizacao
e o procedimento de biopsia ndo deixarda cicatriz suplementar, pois serd realizado sobre a Ulcera e
a cicatrizacdo da mesma ocorrera de forma a sobrepor o local da biopsia.

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

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

F- Riscos potenciais conhecidos até os dias atuais:

N&o ha riscos potenciais visto que os procedimentos que serdo utilizados durante este
trabalho sdo os normalmente usados para o diagnostico: da malaria, leishmaniose tegumentar,

tuberculose e parasitoses intestinais.
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Declaro que li e entendi todas as informacfes referentes a este estudo e que todas as
minhas perguntas foram adequadamente respondidas pela equipe, a qual estard a disposi¢do para
responder minhas perguntas sempre que eu tiver davidas.

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

sejam realizados em minha pessoa.

Data:
Nome do voluntario

Data:
Nome do Pesquisador

Data:
Testemunha 1;

Data:

Testemunha 2,

1 Apenas no caso de voluntarios impossibilitados de manifestar o seu consentimento por escrito.

2 Apenas no caso de menores de 18 anos, devera ser assinado pelo pai, mée ou responsavel legal.
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11.3. Questionario

Anexo 3

Questionario Epidemiologico

REGISTRO N° Data:

PROJETO: Malaria, LTA e tuberculose: aspectos clinicos, parasitoldgicos, bioquimicos
e Iimunologicos e avaliacdo das co-infeccbes em éarea com populacdo de

assentamento no Estado de Rondonia.
DADOS PESSOAIS

NOME: SEXO:TOF 0OM
IDENTIDADE:

IDADE: NATURALIDADE: PROCEDENCIA:
ENDERECO ATUAL:

FONE:

NUMERO DE RESIDENTES NO ENDERECO ATUAL:

PROFISSAO:

TEMPO DE RESIDENCIA (ANOS):

Area endémica maléaria (anos) : Rondénia (anos):

Endereco atual:

LOCAL DE MORADIAS ANTERIORES DENTRO E FORA DE RONDONIA:

HISTORIA PREGRESSA DE MALARIA

NUMERO DE INFECCOES ANTERIORES DE MALARIA:

Espécies: //P. falciparum  //P.vivax //P. malariae INenhuma  [1 N&o lembra

NUMERO DE INFECCOES ESSE ANO (2010):

Espécies: [] P. falciparum  //P.vivax //P. malariae JNenhuma (1 N&o lembra

DATA DA ULTIMA INFECCAO:
Espécies: //P. falciparum //P.vivax //P. malariae INenhuma [ N&o lembra
LOCAL PROVAVEL DE INFECCAO:
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FEZ O TRATAMENTO COMPLETO?: [1Sim [ N&o

JA FOI HOSPITALIZADO COM MALARIA: 1 Sim 1 Nao Data:
MALARIA GRAVE NA FAMILIA: [ Sim ] Nao Data:
OBS:

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

EXPOSICAO A INFECCAO MALARICA

LOCALIZACAO DA CASA

[ Cidade [ Periferia [ Floresta [ Colegao d’agua 1 Nenhuma

TIPO DE CASA (PROTECAO EM RELACAO AO CONTATO COM MOSQUITO)

[1 Boa [] Parcial [ Nenhuma

ATIVIDADES AO AMANHECER:
ATIVIDADES AO ANOITECER:

SABE COMO A MALARIA E TRANSMITIDA?
[0Sim [INdo [ Foi informado [J Foi informado, mas ndo acredita
COMO?:

USO DE MEDIDAS PROFILATICAS
(] Mosquiteiro [ Inseticida [Jantimalaricos [JOQutras [ Nenhuma

Data da ultima borrifagéo de inseticida (FNS):

INFECCAO ATUAL
SINTOMAS

[] Febre, °C

71 Cefaléia [1 Calafrios 1 Nausea []Mialgia 1 Nenhum

DATA DO INICIO DOS SINTOMAS:

DIAGNOSTICO: 7 P. falciparum 0OP.vivax 0O P. malariae [INenhuma
PARASITEMIA:

LOCAL PROVAVEL DE INFECCAO:
RECEBEU TRANSFUSAO DE SANGUE?: [1Sim [1 N&o Data:
E DOADOR DE SANGUE?: [J Sim [ N&o Data da ultima doacéo:
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COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO

[JGOTA ESPESSA [1ESFREGACO [1PLASMA
I CELULAS JHLA 1 PARASITAS
OBS:

TUBERCULOSE

Data do Diagnostico: /.

CLINICA :

Cicatriz BCG : NAO O SIM O
Febre D Tosse D perda de peso D
FORMA DE TUBERCULOSE :

TB Pulmonar [ ] TB Pleural [_]
Tele-Radiografia do torax: Sim D

Cavitacao: Nao D Sim D

BAAR no escarro: Positivo D Numero de amostras positivas:

Negativo D N&o disponivel D
Cultura positiva: Escarro D

Data do inicio do tratamento: [

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

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

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

OBS:
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HISTORIA PARA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR

LOCAL DE MORADIAS ANTERIORES DENTRO E FORA DE RONDONIA:

POSSUI ALGUMA LESAO CUTTANEA: NAO WY [RUANTAS
TEMPO DE LESAO (meses): LOCALIZACAO:

DESCRICAO DA(S) LESAO (OES):

USO DE MEDICACOES: [ Nao [JSim [ local [ sistémica

Descricao e evolucéo:

Jateve no passado lesdes na pele com dificuldade de cicatrizagdo: [ Sim 1 Néao

local Descricao

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

[ Sim 1 N&o 1 local Descricao

Ja fez teste de Montenegrroll Ndao [ Sim - quando resultado

Possui animais em casa[INao [ Sim quais

Algum deles possui ferida ou teve ferida no ultimo ano? Descreva:
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Mem Inst Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Vol. 107(8): 1035-1041, December 2012 1035

Cells and mediators of inflammation (C-reactive protein, nitric oxide,
platelets and neutrophils) in the acute and convalescent phases of
uncomplicated Plasmodium vivax and Plasmodium falciparum infection

Josué da Costa Lima-Junior'2, Rodrigo Nunes Rodrigues-da-Silva', Virginia Araijo Pereira’,
Fabio Luiz Storer?, Daiana de Souza Perce-da-Silva®, Daniela Leite Fabrino®,
Fatima Santos®, Dalma Maria Banic?, Joseli de Oliveira-Ferreira'/*

'Laboratério de Imunoparasitologia *Laboratério de Simulideos e Oncocercose, Instituto Oswaldo Cruz
*Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico em Satide-Fiocruz, Rio de Janeiro, RJ, Brasil
*Faculdade Sao Lucas, Porto Velho, RO, Brasil *Laboratério de Biotecnologia, Departamento de Quimica,
Biotecnologia e Engenharia de Bioprocessos, Universidade Federal de Sao Joao Del Rei, Ouro Branco, MG, Brasil
“Departamento de Entomologia, Laboratério Central, Porto Velho, RO, Brasil

The haematological changes and release of soluble mediators, particularly C-reactive protein (CRP) and nitric
oxide (NO), during uncomplicated malaria have not been well studied, especially in Brazilian areas in which the
disease is endemic. Therefore, the present study examined these factors in acute (day () and convalescent phase (day
13) patients infected with Plasmodium falciparum and Plasmodium vivax malaria in the Brazilian Amazon. Haema-
tologic parameters were measured using automated cell counting, CRP levels were measured with ELISA and NO
plasma levels were measured by the Griess reaction. Our data indicate that individuals with uncomplicated P. vivax
and P. falciparum infection presented similar inflammatory profiles with respect to white blood cells, with high band
cell production and a considerable degree of thrombocytopaenia during the acute phase of infection. Higher CRP
levels were detected in acute P. vivax infection than in acute P. falciparum infection, while higher NO was detected
in patients with acute and convalescent P. falciparum infections. Although changes in these mediators cannot predict
malaria infection, the haematological aspects associated with malaria infection, especially the roles of platelets and
band cells, need to be investigated further.

Key words: malaria - C-reactive protein - nitric oxide - band neutrophils

Haematologic changes, such as anaemia, thrombo-
cytopaenia and leucocytosis or leucopoenia, are well
recognised to be associated with malaria infection. The
extent of these alterations varies with the level of malaria
endemicity, patient genetic background (e.g., presence of
haemoglobinopathies), nutritional status, demographic
factors and malaria immunity (Price et al. 2001, Erhart et
al. 2004). Changes in the total white cell (WC) and plate-
let (PLT) counts have been documented in several clini-
cal vivax and falciparum malaria cases in immune and
naive patients of all ages (Martelo et al. 1969, Winters
& Murray 1992, Ladhani et al. 2002, Taylor et al. 2008)
and the disease is often associated with mild or moderate
thrombocytopaenia in adults and children from malaria-
endemic areas. Profound thrombocytopaenia is unusual
and rarely associated with haemorrhagic manifestations
(Casals-Pascual et al. 2006). In most clinical studies,
thrombocytopaenia is not associated with disease sever-
ity or mortality, but the combination of a low PLT count

Financial support: DCIT/CNPq, CAPES

+ Corresponding author: lila@ioc.fiocruz. br
Received 30 July 2012

Accepted 14 September 2012
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and high density of polymorphonuclear cells indicates a
strong inflammatory profile. In this inflammatory mi-
lieu, neutrophils are one of the key players in the innate
immune system and represent the first line of defence
against invading microorganisms, mainly because they
are the most numerous blood leucocyte cells (50-75%)
and the most effective circulatory phagocytes. Neutro-
phils are generated in the bone marrow from myeloid
human precursors cells by a highly coordinated differ-
entiation process, which is characterised by significant
morphological changes and the up-regulation of signal-
ling pathways and receptors for inflammatory mediators
(Mora-Jensen et al. 2011). Consequently, the neutrophil
precursor count is also an important indicator of inflam-
mation (Zhu et al. 2010, Corti et al. 2012) and variations
in this parameter are routinely measured in the labora-
tory in malaria endemic areas as a sensitive, but non-
specific indicator of infection with malaria parasites
(Maina et al. 2010, Habeeb et al. 2012).

In addition to cytokines and chemokines, other un-
specific mediators of inflammation are also biomarkers
in malaria infection. Several soluble mediators released
during malaria infection, particularly C-reactive protein
(CRP) and nitric oxide (NO), were identified as impor-
tant inflammatory biomarkers (McGuire et al. 1996, Ar-
mah et al. 2007, Conroy et al. 2011). In fact, NO and CRP
levels have proven to be valuable in assessing the sever-
ity of malaria and as prognostic tools in the follow-up re-
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sponse to treatments (Gillespie et al. 1991, Nahrevanian
et al. 2008). CRP is believed to play an important role as
an early defence system against infection in the body;
during acute inflammation, CRP levels increase to as
much as 50,000 times above normal, typically within 6
h and peak at 48 h. The CRP level is an accurate indica-
tor of inflammation and the only known factor to inter-
fere with CRP production is liver failure. CRP is well
characterised as a serum acute phase protein and has
been shown to be involved in multiple immunoregula-
tory functions. For example, CRP activates the classical
complement cascade, opsonises bacteria for phagocy-
tosis and stimulates phagocytic cells (Dong & Wright
1996). Although CRP is predominantly produced and
secreted by hepatocytes, other cells, including subsets
of lymphocytes, Kupffer cells and blood monocytes,
have also been shown to synthesise this protein (Dong &
Wright 1996). The first identification of a role for CRP
in defence against infection in humans was related to its
capacity to bind to phosphorylcholine in membranes of
microorganisms (Gotschlich & Edelman 1967). In ma-
laria, CRP secretion is induced by proinflammatory cy-
tokines that are secreted by host mononuclear cells (Har-
paz et al. 1992) and strong correlations have been found
between CRP levels and parasitaemias. Meanwhile, NO,
which is highly toxic to intra-erythrocytic malaria para-
sites, seems to be associated with the severity of Plasmo-
dium falciparum malaria. Indeed, the high NO produc-
tion by neutrophils has been correlated with fast parasite
clearance in P. falciparum malaria (Greve et al. 1999),
suggesting that the release of nonspecific inflammatory
markers might be more important for immune protection
from malaria than is generally appreciated.

Although the basic haematologic changes in non-
specific markers of infection and inflammation asso-
ciated with malaria infections are not recent findings,
their contributions during acute uncomplicated malaria
and after treatment remain unclear. Furthermore, the di-
agnostic value of these haematological parameters has
not been well established in Brazilian endemic areas, in
which more than 80% of malaria cases are caused by
Plasmodium vivax (Oliveira-Ferreira et al. 2010). There-
fore, the present study examined the changes in blood
PLTs, neutrophils, CRP and NO in adults from the Bra-
zilian Amazon with uncomplicated P. falciparum and
P. vivax malaria who were followed up during the acute
and convalescent phases of infection.

SUBJECTS, MATERIALS AND METHODS

Study population - The studied population included
rainforest natives and migrants from several non-en-
demic areas of Brazil who resided in the region. Samples
and survey data were collected during the dry months
of June-August in 2007, coinciding with the period of
increased malaria transmission in the state of Rondonia.
The individuals who sought malaria diagnosis at the
Polyclinic Ana Adelaide outpatient clinic in Porto Vel-
ho and tested positive by thick blood smear were for-
mally invited to participate in our study. A total of 71
symptomatic malaria patients were enrolled and blood
samples were collected on the day of diagnosis before
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treatment (acute phase) and 15 days later (convalescent
phase). Of the 71 initially enrolled patients, 55 returned
for the 15-day follow-up. The patients were grouped by
plasmodial species: P. vivax (n = 47) and P. falciparum
(n = 24). Written informed consent was obtained from
all adult donors or from the parents of underage donors.
The study was reviewed and approved by the Oswaldo
Cruz Foundation Ethical Committee and the National
Ethical Committee of Brazil.

Clinical and epidemiological survey - To evalu-
ate the epidemiological factors that may influence the
variations in the inflammatory markers studied and the
symptoms, all donors were interviewed after providing
informed consent. The survey included questions related
to demographics, time of residence in the endemic area,
personal and family histories of malaria, use of malaria
prophylaxis, presence of malaria symptoms and person-
al knowledge of malaria. The survey data were entered
into a database created with Epi Info 2007 (Centers for
Disease Control and Prevention, Atlanta, GA, USA).

Collection of human blood samples and malaria
diagnosis - Venous peripheral blood (10 mL) was col-
lected into ethylenediamine tetraacetic acid tubes. Thin
and thick blood smears from all donors were examined
for malaria parasites at 1,000X magnification under oil
immersion; all slides were examined by two researchers
with expertise in malaria diagnosis. Donors who were
positive for P. vivax and/or P. falciparum were subse-
quently treated with the chemotherapeutic regimen rec-
ommended by the Brazilian Ministry of Health. To con-
firm the parasitological diagnosis (day 0) and parasite
clearance (day 15), we performed molecular analyses
of all samples using primers specific for genus (Plas-
modium sp.) and species (P. falciparum and P. vivax).
The amplification protocols were described previously
(Snounou et al. 1993).

PLT and neutrophil counts - Complete blood counts
were performed using an automatic haematology analys-
er (ABX Pentra) and peripheral smears of blood samples
were made for routine differential blood cellular quanti-
fication. A manual differential WC count was also per-
formed to distinguish the immature neutrophils. Neutro-
paenia was defined as a neutrophil count < 1.20 x 10%L
and thrombocytopaenia was defined as a PLT count <
150 = 10%L.

CRP levels - The CRP levels were determined in all
plasma samples using an in-house ELISA. Microtitre
plates (Nunc/MaxiSorp, Rochester, NY, USA) were
coated with a goat anti-human-CRP antibody (Sigma,
USA; catalogue C8284) in carbonate-bicarbonate buffer
(TCO,) overnight at 4°C. The plates were then washed
three times with phosphate-buffered saline-0.05%
Tween 20 (PBST) and plasma samples diluted 1:500 in
PBST were incubated with the plates for 1 h at 37°C. The
plates were then washed three times and incubated with
rabbit anti-human-CRP antibody (Sigma, USA; cata-
logue C3527) in PBST for 1 h at 37°C. The plates were
washed three times and peroxidase-conjugated goat anti-
rabbit-IgG antibodies (Sigma, USA; A0545) were added.
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The wells were thoroughly washed to remove all un-
bound horseradish peroxidase (HRP)-conjugated an-
tibodies and an o-phenylendyamine substrate solution
was added to each well. The enzyme (HRP) and sub-
strate were allowed to react for a short incubation period.
The enzyme-substrate reaction was terminated by the
addition of 2 N H,SO, and the degree of colour change
was measured at 492 nm = 2 nm in a spectrophotom-
eter (SpectraMax 250; Molecular Devices, Sunnyvale,
CA). The plasma concentration of CRP was determined
by comparison to standard concentrations of purified
human CRP (Sigma, St. Louis, USA). The range of de-
tection of CRP was (0.01-320 pg/mL. Sera from non-in-
fected individuals were used on every plate as negative
controls. Specific CRP optical density values were con-
verted to concentration values (pg/mL) using sigmoidal
curve-fit equations derived from CRP standard curves.

Griess microassay detection of NO - A modified
Griess reaction was used to detect NO (Rockett et al.
1994, modified by Nahrevanian & Dascombe 2001). The
NO levels in samples were indirectly measured after first
converting nitrates to nitrites with a nitrate reductase
treatment (4spergillus species NAD[P]H, Sigma, UK)
and NADPH p-nicotinamide adenine dinucleotide phos-
phate (Sigma Diagnostics, St. Louis, USA). Griess re-
agent [5% phosphoric acid, 1% sulphanilic acid and 0.1%
N-(1-naphthyl-1)-ethylendiamine dihydrochloride, all
from Sigma, UK, dissolved in 100 mL deionised water]
was added and proteins were subsequently precipitated
by trichloroacetic acid (BDH, England). The tube con-
tents were mixed and centrifuged (Eppendorf centrifuge
5415 C, Germany); two samples of each supernatant
were transferred to a flat-bottomed microplate and their
absorbencies were read at 520 nm using a microplate
reader (SpectraMax, Molecular Devices Inc). NO values
were calculated from standard calibration plots (Nahre-
vanian & Dascombe 2001).

RESULTS

Epidemiological and clinical characteristics of the
studied population - The mean age, length of time living
in the endemic area, number of previous malaria infec-
tions and parasite density were similar between the P.
vivax and P. falciparum malaria patient groups (Table).
There were no significant differences in the general
features of malaria exposure in the patient groups and
malaria-endemic control group (group C), except for the
number of months since the last malaria episode (p <
0.0001). All patients in the acute phase of infection (day
0) presented symptomatic noncomplicated malaria. Fe-
ver and headache were the most frequent symptoms re-
ported by patients infected with either parasite, indicat-
ing that the plasmodial species did not show differences
in the clinical manifestation of disease (p = 0.05 for all
reported symptoms). Among the patients who returned
at day 15, 87.5% had been diagnosed with P. vivax at
day 0 and 62% had been diagnosed with P. falciparum.
At day 15, no patients presented with symptoms and no
parasites were detected by microscopic examination or
polymerase chain reaction.
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Fig. 1A: platelets concentration in plasma of studied individuals dur-
ing acute and convalescent phase of malaria infection (box represent
the interquartile range and whiskers represents the 95 percentiles);
B: scatter dot plot of parasitaemia in infected individuals with and
without thrombocytopaenia.

PLTs - The PLT counts were significantly lower in
the acute phase of malaria infection than in the conva-
lescent phase [day 0 vs. day 15; t=10.74, degrees of free-
dom = 54, p <0.001] or in the control group (p < 0.0001).
Indeed, thrombocytopaenia (less than 150,000 PLTs/
mm?) was observed in 44% of studied individuals in the
acute phase, regardless of Plasmodium species (47% for
P. falciparum and 42.6% for P. vivax). After treatment,
the mean PLT levels returned to normal (292,208/mm?),
with levels similar to that of the control group (Fig. 1).
The PLT number did not correlate with any epidemio-
logical or clinical parameter evaluated in our survey;
however, the mean parasitaemia of individuals who
presented thrombocytopaenia (5,077 parasites/mL) was
significantly higher than in individuals without throm-
bocytopaenia (3,331 parasites/mL; t=2.271, p=0.0422).
Interestingly, this phenomenon was observed only in P.
vivax-infected individuals (6,328 vs. 3,326 parasites/mL;
t=2.297, p = 0.0263) and not in P. falciparum-infected
individuals (2802 vs. 3343; t = 0.3659, p = 0.8171).

Neutrophil and band cell variations in the acute and
convalescent phases of malaria - The mean neutrophil
count in the control group (3.825 + 1.081) was similar
to the acute (3.503 = 1.515; p = 0.3350) and convalescent
phases (3.035 £ 1.433; p=0.3111). The absolute number of
neutrophils was not correlated with any epidemiological
factor, but it was inversely correlated with parasitaemia in
both P. falciparum and P. vivax-infected individuals (r =
-0.284, p = 0.017, respectively). Interestingly, 71% of the
studied individuals presented high numbers of band cells
(immature neutrophils). Indeed, the absolute number of
band neutrophils was markedly high in the acute phases of
the P. vivax (207.2 £ 326.4/uL) and P. falciparum (284.1 =
390.0/uL) groups; in the convalescent phase, the band cell
number returned to a level similar to that of the control
group (12.1 = 28.0/uL) (Fig. 2B). The number of band cells
was not correlated with parasitaemia in the acute phase.
However, band cell number was inversely correlated with
the number of previous malaria infections (r=-0.258;p =
0.0310) and directly correlated with the number of months
since the last malaria infection (r = 0.265; p = 0.039).



than the P. vivax (p = 0.0003) and control (p = 0.0029)
groups. We did not observe any correlation between the
nitrite plasma levels and symptoms, number of past ma-
laria episodes, time of residence in the endemic area or
number of months since the last malaria infection. How-
ever, the serum nitrite concentration was inversely cor-
related with the number of malaria infections in the past
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Fig. 2A: neutrophil count of studied individuals during acute and
convalescent phase of malaria infection; B: variations in band neu-
trophil count during acute phase of malaria infection (day 0) and
convalescent phase (day 15) indicate a significantly higher band
neutrophil count in acute phase of Plasmodium vivax and Plasmo-
dium falciparum infection.

CRP - During the acute phase, an increased concen-
tration of CRP was observed in 87% of studied individ-
uals compared to the control group (cut-off = mean +
3 standard deviation). The overall mean concentration
during the acute phase of infection (day 0) was 27-times
higher (27.82 + 30.94 pg/mL) than that in the control
group (2.2 £ 449 pg/mL, p < 0.0001), whereas in the
convalescent phase (day 15), the CRP concentration
dropped to basal levels (3.0 + 2.53 pg/mL) (p < 0.0001)
comparable to those of the control group (p = 0.826)
(Fig. 3A). Interestingly, acute phase CRP levels were
also higher in P. vivax patients (mean + standard error
of the means; 30.56 + 4.5 pg/mlL) than in P. falciparum
patients (18.2 £ 4.5 ng/mL; p = 0.0273). However, CRP
levels were not correlated with any of the clinical or epi-
demiological factors considered in our analysis.

NO - The overall median levels of plasma nitrite in
the acute phase were significantly higher in P. falci-
parum-infected individuals (7.01 £ 5.90 pM) than in P.
vivax-infected individuals (3.1 £ 2.4 uM; p = 0.0014) or
the control group (2.99 £ 2.60 uM; p = 0.0292). No dif-
ferences in the nitrite levels of all groups were observed
between the convalescent phase and acute phase. How-
ever, the levels were higher in the P. falciparum group

six months (r =-0.390 p = 0.030).
DISCUSSION

In the present work, we detected classical inflamma-
tory biomarkers (cells and mediators) in uncomplicated
malaria patients infected with P. falciparum or P. vivax
during the acute (day 0) and convalescent phases (day
15). In our cohort, the P. vivax and P. falciparum groups
were comparable in gender, age, time of malaria expo-
sure and number of past malaria infections. The cohort
included rainforest region natives and transmigrants
from non-endemic areas of Brazil who had lived in the
region for more than 10 years and the majority of studied
individuals reported a prior experience with P. vivax or
P. falciparum malaria. All patients presented uncompli-
cated malaria and exhibited general clinical symptoms,
such as a history of fever and headache, regardless of
the Plasmodium species detected. Indeed, our control
group, which was composed of exposed individuals who
reported no malaria episodes in the last five years, was
similar to the infected cohorts. The selection of these in-
dividuals as controls was ideal to distinguish whether
the alterations found in cells and mediators were related
to malaria infection or the social and health conditions of
the native Amazon population.

Malaria is a complex multi-system disorder involving
several inflammatory mediators. Monocytes, macrophag-
es, endothelial cells, neutrophils and PLTs all express pat-
tern recognition receptors, primarily toll-like receptors
(Akira & Takeda 2004). Of these, PLTs and neutrophils
are the most numerous, mobile and likely to encounter
merozoites and parasite-altered erythrocytes early in in-
fection. Therefore, one of the haematological hallmarks
of acute malaria is thrombocytopaenia. Despite the infre-
quent occurrence of severe bleeding in severe malaria or
co-infection (Abbasi et al. 2009), malaria-related throm-
bocytopaenia is usually observed at frequencies ranging
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Fig. 3A: concentration of C-reactive protein (CRP) in plasma of all studied individuals during acute and convalescent phase of malaria infection;
B: in scatter dot plot of CRP concentration in Plasmodium vivax and Plasmodium falciparum infected individuals we observed significantly
higher mean of CRP levels (line) were observed in P. vivax infected individuals when compared with P. falciparum; C: nitric oxide concen-
trations in plasma of studied individuals during acute and convalescent phase of malaria infection (box represent the interquartile range and

whiskers represents the 95 percentiles).
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from 24-94% (Lacerda et al. 2011). Moreover, it is unclear
whether this haematological complication is more fre-
quent in P. vivax or P. falciparum malaria. In our study,
low PLT counts were present in a large portion of acute
phase patients independent of the plasmodial species, but
PLTs returned to basal levels in the convalescent phase.
Among P. vivax-infected individuals, parasitaemia was
significantly higher in individuals with confirmed throm-
bocytopaenia than in non-thrombocytopaenic individu-
als. The trend of decreasing PLT count with increasing
levels of parasitaemia observed in this study has been ex-
tensively described in P. falciparum over the past several
decades (Perrin et al. 1982, Rojanasthien et al. 1992, Rich-
ards et al. 1998), but it is less documented in the literature
for P. vivax (Erhart et al. 2004). Thrombocytopaenia in
noncomplicated malaria appears to be immune mediated;
the mmmune complexes circulating in malaria-infected
patients may play a role in the peripheral destruction of
PLTs and RBCs. Indeed, the phagocytosis of PLTs has
also been reported in malaria patients. However, electron
microscopy analyses have also demonstrated a direct in-
teraction between plasmodium and PLTs in patients with
malaria (McMorran et al. 2009).

Several reports indicate that neutrophils may be in-
volved in the early control of blood parasites (Appelberg
2007). The activation of neutrophils in the initial stages
of malaria infection is well supported (Graca-Souza et
al. 2002, Mohammed et al. 2003) and transcriptome
analyses of whole blood from humans infected with P.
Jfalciparum also revealed a unique gene expression pro-
file related to neutrophil activity during early infection
(Griffiths etal. 2005). Although low neutrophil count has
been linked with acute P. falciparum malaria (Ladhani
et al. 2002) and the contributions of neutrophils to host
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defence have been long investigated (Brown & Smalley
1981, Kharazmi & Jepsen 1984), their roles in uncom-
plicated (P. vivax and P. falciparum) malaria remain un-
clear. Our data indicate that malaria-infected individu-
als had neither an increased frequency of neutropaenia
nor a low neutrophil count relative to the control group.
However, the high band neutrophil count observed in
the acute phase of infection and the return to normal
levels in the convalescent phase suggest an accelerated
production and/or release of neutrophils during malaria
infection. Indeed, the inverse correlation of band count
with the number of past malaria infections and the di-
rect correlation of band count with the number of months
since the last malaria infection suggest that less exposed
individuals respond to parasite stimulus with a greater
inflammatory profile and, consequently, increased neu-
trophil production.

Therefore, to evaluate the inflammatory profile as-
sociated with uncomplicated malaria infections, we in-
vestigated the plasma levels of two inflammatory medi-
ators, CRP and NO, in patients with P. falciparum and P.
vivax infections. As expected, we observed high levels
of CRP in the acute phase of malaria infection (Pepys
& Baltz 1983). However, the role of CRP in malaria
pathogenesis or protection is not well established and the
majority of data available concerns P. falciparum infec-
tions in African populations. In Brazilian populations,
possible roles for CRP and other inflammation markers
were reported in severe vivax malaria patients (Andrade
et al. 2010); otherwise, the literature lacks data for CRP
levels in patients with uncomplicated P. falciparum and
P. vivax malaria in Brazilian endemic areas. In our work,
higher CRP levels were found in the plasma of P. vivax-
infected individuals compared to P. falciparum-infected

TABLE

Clinical and epidemiological characteristics of the studied population

Plasmodium Plasmodium
Control Malaria vivax falciparum
Variables (n=19) n=71) (n=47) (n=24)
Male [n® (%)] 8 (42.1) 54 (76) 35 (74.5) 19 (79.2)
Age [median of years (1Q)] 29 (29-40) 28 (22-40) 28 (22-38) 28.5(23-41)
Years of residence in endemic area [median (1Q)] 29 (18-32) 25 (20-36) 24 (21-36) 27 (19-37)
Previous malaria episodes [median (1Q)] 1(0-3) 3(1-10) 3 (1-8) 4 (2-10)
Months since the last malaria episode [median (1Q)] 60 (20-180) 11 (2-34) 10 (2-24) 13 (2-102)
Elapsed days since symptoms onset [median (1Q)] NA 3(2-10) 3(2-7) 3(2-10)
Symptoms (frequency) [n° (%)]
Fever 0 61 (85) 39 (83) 22 (91.7)
Headache 0 60 (84) 39 (83) 21 (87.5)
Myalgia 0 52 (73) 32 (68.1) 20 (83.3)
Shiver 0 52 (73) 31 (66) 21 (87.5)
Nausea 0 39 (69) 23 (48.9) 16 (66.7)
Parasitaemia [parasites (uL)] B 2.051 1.256 2.293
Median (1Q) 0 (874-6.614) (697-5.222) (874-7.481)

[Q: interquartile range; NA: non-applicable.
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individuals, suggesting a more robust inflammatory
profile for P. vivax infection in the studied population.
Due to a number of conflicting publications, the roles of
CRP and NO in the immune response to Plasmodium re-
main uncertain (Kremsner et al. 1996, Gyan et al. 2002,
Awasthi et al. 2003, Clark & Cowden 2003). NO, which
is produced by various cells in the liver and peripheral
blood, could serve as a defence against invading micro-
organisms and parasites (Ellis et al. 1998). In animal
models, NO regulated by CD8 T cells can prevent the
development of the exo-erythrocytic stage in the liver.
The NO pathway may be a necessary component for the
inhibition of sporozoite development and the elimina-
tion of infected hepatocytes (Seguin et al. 1994). It is not
known whether the induction of NO activity is sufficient
for protection against sporozoite development in the
liver or necessary for CRP and/or other inflammatory
mediators to induce pathogenic processes or protective
responses against human malaria parasites.

In our cohort, the plasma levels of NO in the acute
and convalescent phases were higher in P. falciparum
patients than in controls and P. vivax patients. The pres-
ence of elevated NO in P. falciparum individuals was re-
ported in uncomplicated and complicated P. falciparum
malaria cases (el-Nashar et al. 2002, Gyan et al. 2002,
Nahrevanian 2006, Yeo et al. 2007). Finally, we cannot
rule out the possibility that genetic polymorphisms in
the parasite and/or in the human genes encoding CRP
(Israelsson et al. 2009, Giha et al. 2010, 2011) and NO
(Kunetal. 2001, Hobbs etal. 2002, Levesque et al. 2010),
which have been reported in different regions, could be
responsible for the differences between the levels of
these molecules in our population and those reported in
other endemic areas.

In conclusion, our data indicate that individuals with
uncomplicated P. vivax and P. falciparum infection pre-
sented similar white blood cell inflammatory profiles,
with high band cell production and a considerable de-
gree of thrombocytopaenia during the acute phase of
mfection. Higher CRP levels were detected in acute P.
vivax infection, while higher NO levels were detected
in acute and convalescent P. falciparum infections. Al-
though changes in these mediators are not diagnostic of
malaria infection, the haematological parameters associ-
ated with malaria infection, particularly the role of PLTs
and band cells, require further investigation.
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