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Resumo

A despeito da redugdo na incidéncia de maldria entre os anos 2010 e 2015, um
aumento recente dos casos tem sido registrado na América Latina, particularmente na Regifo
Amazodnica, onde o Plasmodium vivax é predominante. Dado o aumento de evidéncias que
relacionam a infecg¢éo por P. vivax a quadros de gravidade e dbitos, um melhor entendimento
dos mecanismos de morbidade da doenca pode contribuir para o desenvolvimento de novas
drogas e vacinas. Em vista do potencial da cascata de coagulacdo-inflamacdo em influenciar a
morbidade da malaria por P. vivax, este trabalho teve como objetivo investigar a contribui¢io
de polimorfismos de genes relacionados ao inflamassoma, bem como do principal receptor
plaquetdrio para o fator de von Willebrand (GPIba), para a patogénese da infecgdo.
Adicionalmente, foi feita a dosagem de mediadores inflamatdrios € microRNAs (miRNAs) no
plasma de individuos infectados. A abordagem experimental incluiu pacientes com malaria
sintomatica, sendo a maior parte dos individuos classificada como maldria ndo complicada
pelos critérios da Organizagdo Mundial de Saude. As genotipagens dos polimorfismos de
inflamassoma e plaquetas foram realizadas por meio do sistema TagMan® e PCR-RFLP; a
detecgdo de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento, através de ensaio baseado na
tecnologia Luminex; e a caracterizagdo de miRNAs circulantes, com o uso da plataforma
nCounter®. Em conjunto, os resultados demonstraram que: (i) a variabilidade genética de
componentes do inflamassoma pode estar associada a alteracdo de parametros hematologicos
na maléria por P. vivax, com destaque para a relagdo entre um polimorfismo de NLRP1 e a
reducdo na contagem plaquetaria; (ii) a variabilidade do gene de GPIba influenciou no
desenvolvimento da anemia, o que sugere mecanismos envolvendo a forma ativa do vWF;
(ii1) a malaria aguda por P. vivax foi caracterizada por elevados niveis de mediadores pré e
anti-inflamatorios, sendo a maioria associada a baixa contagem de plaquetas e, em menor
extensdo, a outros parametros, como hemoglobina; (iv) seis dos 800 miRNAs estudados
(miR-520f-3p, miR-4454+7975, miR-150-5p, let-7b-5p, miR-122-5p ¢ miR-126-3p) foram
diferencialmente expressos em grupos de pacientes com e sem trombocitopenia. De interesse,
esses miRNAs parecem regular vias da resposta inflamatoria, podendo contribuir para as
manifestagdes clinicas da malaria. Este trabalho apresenta novos direcionamentos acerca da
patogénese associada a P. vivax e destaca a complexa relagdo entre componentes da cascata

de coagulacdo-inflamagao na malaria por essa espécie de Plasmodium.

Palavras-chave: Plasmodium vivax, patogénese, plaquetas, inflamassoma



Abstract

Despite the global reduction in malaria incidence achieved between 2010 and 2015, a
recent increase in registered cases has occurred in Latin America, especially in the Amazon
Region where Plasmodium vivax predominates. Particular features of P. vivax biology,
including its ability to form long-lasting liver stages, challenge current control and
elimination strategies. Given increasing evidences of P. vivax infections related to severe and
fatal disease, a better understanding of mechanisms associated to morbidity may accelerates
the development of new drugs and vaccines against the parasite. Based on the potential of the
coagulation-inflammation cycle as a cofactor for P. vivax morbidity, we investigated here the
contribution of polymorphisms in inflammasome-related genes, as well as in the main platelet
receptor for von Willebrand factor (GPIba), to P. vivax-derived pathogenesis. Additionally,
inflammatory mediators and cell-free microRNAs (miRNAs) were assessed in plasma from P.
vivax patients. The experimental approach included symptomatic P. vivax outpatients, most of
them classified as uncomplicated malaria according to the criteria of World Health
Organization. Genetic polymorphisms of inflammasome and platelets were assessed by
TagMan® assays and PCR-RFLP; detection of cytokines, chemokines and growth factors in
plasma, by Luminex-based technology; and further characterization of circulating miRNAs,
by using the nCounter® platform. Taken together, the results demonstrated that: (i) genetic
variability of inflammasome components was associated to altered clinical and hematological
parameters of vivax malaria, and showed for the first time the relationship between NLRP1
polymorphism and low platelet counts; (ii) GPIba variability influenced development of
anemia by patients, possibly through a mechanism involving active form of vWF; (iii) acute
P. vivax infection was characterized by elevated levels of both pro and anti-inflammatory
mediators, most of them associated to low platelet counts, and, in less extension, with other
hematological parameters such as hemoglobin levels; (iv) six out of 800 miRNAs evaluated
(miR-520f-3p, miR-4454+7975, miR-150-5p, let-7b-5p, miR-122-5p and miR-126-3p) were
differentially expressed in groups of patients categorized according to the presence or absence
of thrombocytopenia. Of interest, these miRNAs seem to regulate pathways related to
inflammatory response and thus possibly contribute to malaria clinical presentation. This
work presents new insights into uncomplicated P. vivax-derived pathogenesis and highlights
the intriguing relationship between components of the coagulation-inflammation cascade in P.

vivax infection.

Key Words: Plasmodium vivax, pathogenesis, platelets, inflammasome
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1.1 Malaria humana no Brasil e no mundo

Doenga parasitéria tipica de paises tropicais e subtropicais, a malaria é responsavel por
grandes encargos sociais, politicos e econdomicos em todo o globo. Apesar dos investimentos
em politicas de controle e eliminago, evidenciados pela redugdo da mortalidade nos ultimos
anos, cerca de 219 milhdes de casos da infec¢do foram estimados pela Organizagdo Mundial
da Satde (OMS) para o ano de 2017 (WHO, 2018). Comparado ao progresso obtido na
reducdo de casos globais desde 2010, observou-se a estabilizagdo desse processo entre 2015 e
2017, quando foi registrado aumento de 5 milhdes de casos. Esse acréscimo foi significativo
na regido das Américas, particularmente, devido a crise politica e humanitaria que atingiu
alguns paises da regido, como a Republica Bolivariana da Venezuela (Bello et al., 2017).
Todavia, o continente Africano segue como o responsavel pelo maior numero de casos da
doenga no mundo, concentrando cerca de 90% dos 6bitos atribuidos a maléria, representados,

em sua maioria, por criangas com menos de cinco anos de idade (WHO, 2018).

Plasmodium falciparum e Plasmodium vivax sdo as principais espécies de plasmodios
responsaveis pela malaria humana e, portanto, representam grande desafio para a saude
publica mundial. Enquanto o P. falciparum, espécie mais letal, tem maior prevaléncia no
continente Africano, o P. vivax apresenta maior distribui¢do geografica, incluindo paises da
Asia, Africa, Oriente Médio e América Latina (Howes et al., 2016). Nas Américas, essa
espécie de Plasmodium ¢ a predominante e responsavel por 74% dos casos da doenga no

continente (WHO, 2018).

No Brasil, em 2015, foram notificados aproximadamente 140 mil casos de malaria
(Siqueira et al., 2016), o que correspondeu a uma reducdo significativa no nimero de casos
quando comparado aos anos anteriores. A diminui¢do observada foi resultado dos programas
de controle e prevengdo de maldria que tiveram como foco o diagndstico oportuno e o
tratamento imediato (Griffing et al., 2015). No entanto, o numero de registros de malaria
voltou a subir na regido da Amazonia Legal, o que resultou em uma estimativa de 218 mil
casos para o ano de 2017 (WHO, 2018). O principal vetor da doenga nessa regido ¢ o
mosquito Anopheles darlingi, presente em cerca de 80% do territorio nacional (Oliveira-
Ferreira et al., 2010). Na Regido Amazonica, ocorre a transmissdo de pelo menos trés
espécies de parasitos causadores da malaria humana: P. vivax, P. falciparum e Plasmodium
malariae. Todavia, as infec¢des por P. vivax representam cerca de 90% dos casos registrados

(Recht et al., 2017).
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De maneira especial, a maldria causada por P. vivax desafia as estratégias de controle e
eliminagdo, no Brasil e no mundo. A biologia unica do parasito, que envolve a formagéo e
posterior reativagdo de formas latentes no figado (hipnozoitos), além da habilidade em
infectar o vetor antes mesmo do aparecimento dos sintomas, favorece a perpetuagdo do seu
ciclo (Adams e Mueller, 2017). A esse aspecto, acrescenta-se, ainda, a dificuldade no
rastreamento dos individuos infectados devido a infecgdes subpatentes, além do insucesso em
se estabelecer o cultivo continuo do parasito in vitro, o que limita o conhecimento acerca de
sua patofisiologia e o desenvolvimento de novos medicamentos e vacinas (Adapa et al.,

2019).
1.2 Aspectos patogénicos da malaria causada por P. vivax

A infecgdo malarica acomete varios 6rgdos e sistemas, o que favorece o surgimento de
complica¢des clinicas e o desenvolvimento da forma grave da doenga. Apesar de sua notavel
complexidade, a patogénese da maldria, especialmente a causada por P. falciparum, ¢é
caracterizada por uma resposta pro-inflamatoria exacerbada, comprometimento do endotélio e
obstrucdo de capilares sanguineos, que podem culminar em desfechos fatais (Wahlgren et al.,

2017).

Embora P. vivax seja a espécie causadora de maldria humana com maior distribui¢ao
global, a maléria por P. vivax foi, durante muito tempo, uma doenga negligenciada (Bourgard
et al., 2018). Consequentemente, grande parte dos estudos na area de patogenia se encontra
direcionada para a espécie mais letal, P. falciparum. No entanto, a partir do emprego do
diagndstico molecular, tornou-se evidente que a monoinfec¢do por P. vivax pode ser
responsavel por graves complicacdes clinicas e hematologicas, assim como ocorre em
pacientes infectados por P. falciparum (Price et al., 2007). De fato, casos de infecgdes por P.
vivax associados a internagdes e Obitos tém sido reportados com maior frequéncia,
particularmente em paises asiaticos (Genton et al., 2008; Tjitra et al., 2008; Kumar e Saravu,
2017) e na Regido Amazdnica brasileira (Mendonca et al., 2015). A ocorréncia de
complicacdes pode ser atribuida a uma variedade de fatores, tais como: intensidade de
transmissdo, presenga de comorbidades, caracteristicas do hospedeiro — sexo, idade e
background genético — além de resisténcia ao tratamento antimalarico (Costa et al., 2012;

Kumar e Saravu, 2017).

Apesar dos mecanismos especificos determinantes da patogenia de P. vivax serem

pouco conhecidos, a maléria por P. falciparum tem sido historicamente mais estudada e
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apresenta como caracteristica patognomonica a citoadesdo de hemadcias parasitadas ao
endotélio ativado, o que acarreta no sequestro do parasito e obstru¢cdo da microvasculatura
(Wassmer et al., 2015). Como resultado desse processo, trofozoitos maduros e esquizontes
sdo raramente vistos na circulacdo periférica (Macpherson ef al., 1985) e a carga total
parasitaria subestimada. No entanto, estudos t€ém demonstrado que a carga de P. vivax
também ¢ subestimada pela contagem de parasitos circulantes no sangue periférico, sugerindo
uma acumulac¢do tecidual de eritrécitos parasitados (Barber ef al., 2015). De fato, a citoadesdo
de P. vivax a tecidos do hospedeiro foi demonstrada in vitro (Carvalho et al., 2010) e parece
associada as formas parasitarias mais maduras, especialmente esquizontes (Lopes et al.,
2014). Achados mais recentes confirmam, ainda, a preferéncia de P. vivax por invadir
reticuldcitos jovens da medula 6ssea (Malleret ef al., 2015) e reiteram estudos prévios que
descreveram a presenga de eritrécitos infectados por P. vivax na medula dssea (O'donnell et
al., 1998; Ru et al., 2009) e no bago (Machado Siqueira et al., 2012). De grande relevancia,
foi demonstrado que marcadores enzimaticos do parasito que permitem avaliar a biomassa
parasitaria presente no hospedeiro — isto €, a carga parasitaria circulante e acumulada nos
tecidos — estavam associados a gravidade da malaria por P. vivax e a producdo de citocinas

inflamatérias (Barber ef al., 2015).

Assim como ocorre na malaria por P. falciparum, as manifestagdes clinicas da
infeccdo maldrica causada por P. vivax parecem estar profundamente associadas a uma
potente resposta pro-inflamatoria e a um desequilibrio na producdo de citocinas (Andrade et
al., 2010; Mendonca et al., 2013). Com efeito, a maléria por P. vivax leva a um processo
inflamatorio mais intenso que o induzido por P. falciparum (Dayananda et al., 2018). Niveis
plasmaticos de TNF — citocina relacionada ao paroxismo da infec¢do por P. vivax — aumentam
de acordo com a gravidade da doenga. Niveis de IFN-y também se mostraram elevados em
pacientes com manifestacdes graves. Em contraste, I1L-10, que possui papel modulador,
apresentou niveis diminuidos nesses individuos (Andrade et al., 2010). Outro estudo
conduzido em Manaus demonstrou que pacientes repetidamente expostos a infec¢do tendem a
apresentar maiores niveis de IL-10 plasmatico, sugerindo o desenvolvimento gradual de uma

imunidade modulatoria (Chaves ef al., 2016).

A maldria afeta quase todos os componentes da cascata de coagulagdo e inflamagéo,
podendo ser considerada uma doenga infecciosa sistémica com comprometimento
hematologico em grau variado (Lacerda et al, 2011; O'sullivan et al., 2016). Embora a

anemia e a trombocitopenia sejam complicacdes hematologicas frequentes na maldria
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(Wickramasinghe e Abdalla, 2000), a destruig¢@o de eritrdcitos € cerca de cinco vezes maior na
infeccdo por P. vivax, quando comparada aquela causada por P. falciparum (Douglas et al.,
2012). As razdes para esse fenomeno ainda ndo foram estabelecidas, fazendo com que estudos
que visem caracterizar os fatores responsaveis pela anemia na malaria sejam de grande
relevancia. A formacdo das chamadas “rosetas” — fendmeno de adesdo entre um eritrocito
infectado e células vermelhas ndo infectadas — que ha décadas tem sido associada a patogenia
da maléaria por P. falciparum, parece ser frequente também em infec¢des por P. vivax (Lee et
al., 2014). De relevancia, as rosetas parecem ser um dos mecanismos que podem contribuir
para o desenvolvimento da anemia nesses pacientes (Marin-Menendez et al, 2013).
Adicionalmente, a producdo de autoanticorpos direcionados a eritrocitos ndo infectados
parece estar associada & anemia na malaria por P. vivax, podendo mediar a fagocitose dessas
células. Nesse sentido, foi demonstrado que pacientes anémicos possuem maiores niveis de
IgG contra proteinas eritrociticas diversas, quando comparados a individuos infectados sem

anemia (Mourao ef al., 2018).

Apesar de ndo se tratar de um critério para maléria grave, a trombocitopenia apresenta
grande relevancia clinica na malaria. Dados provenientes da India mostraram que a
trombocitopenia apresentou-se mais frequente e com maior gravidade em pacientes infectados
por P. vivax, quando comparados aos diagnosticados com P. falciparum (Kochar et al., 2010).
No entanto, um estudo de meta-analise mostrou risco equivalente do desenvolvimento de
trombocitopenia grave em pacientes com maléria por P. falciparum e por P. vivax (Naing e
Whittaker, 2018). Em um grupo de 17 pacientes de Manaus infectados apenas por P. vivax,
com pelo menos um dos critérios de gravidade estabelecidos pela OMS, 14 apresentaram
trombocitopenia (Alexandre et al., 2010). Esta complicacdo hematologica apresenta-se logo
no inicio da infec¢do, sendo que os niveis plaquetarios tendem a retornar a normalidade apo6s
tratamento eficaz com antimalaricos. Os mecanismos determinantes da trombocitopenia
associada a malaria por P. vivax ainda ndo sdo claros; no entanto, podem estar relacionados a
disturbios de coagulagdo, sequestro de plaquetas no bago, alteragdes na medula Ossea,
destruicdo de plaquetas mediada por anticorpos, agregacdo plaquetdria, estresse oxidativo e

fagocitose (Lacerda et al., 2011; Coelho et al., 2013; Naing e Whittaker, 2018).
1.3 Plaquetas, malaria e patogenia

As plaquetas s@o fragmentos celulares anucleados liberados por megacaridcitos da

medula dssea e circulam em abundancia na corrente sanguinea, onde garantem a integridade
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dos vasos. Além do seu papel central na hemostasia, as plaquetas desempenham fungdes
fundamentais relacionadas a modulacdo da resposta imune e a inflamag¢ao (Machlus e Italiano,
2013; Li et al, 2017). Um extenso numero de trabalhos tem demonstrado que esses
fragmentos de megacariécitos influenciam o curso de processos inflamatdrios, e assim
contribuem para a prote¢do ou desenvolvimento de diversas patologias (Srivastava et al.,
2008; Smyth et al., 2009; Clemetson, 2011). Durante o lupus eritematoso sistémico, por
exemplo, as plaquetas circulantes parecem ricas em IL-1B, o que pode levar a ativagdo do
endotélio e promover a adesdo plaquetaria a parede dos vasos (Boilard, 2017). Na maléaria
murina, as plaquetas sdo ativadas precocemente durante o estagio eritrocitico do parasito e

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

Quando ativadas, as plaquetas liberam componentes que auxiliam na adesdo, secretam
mediadores inflamatdrios e expressam diversas moléculas de superficie, responsdveis por
recrutar e ativar células do sistema imune. Portanto, esses pequenos fragmentos anucleados
sdo capazes de interagir com outros diferentes tipos celulares de forma direta — por
mecanismos dependentes de contato — e indiretamente, por meio da secre¢do de mediadores
soluveis (Nhek et al., 2017). As plaquetas sdo a maior fonte das quimiocinas CXCL4 (platelet
factor 4), CCL5 (RANTES) e CXCL7 (Neutrophil-activating peptide-2), as quais sio
liberadas apos a ativagdo plaquetdria e estdo ativamente envolvidas no recrutamento de

neutro6filos para o sitio da inflamagéo (Rossaint et al., 2018).

As plaquetas sdo uma fonte abundante de microparticulas (Ponomareva et al., 2017),
as quais consistem em vesiculas de membrana liberadas por células ativadas em resposta a
diversos estimulos, tais como, citocinas inflamatorias, indutores de estresse e apoptose
(Sampaio et al., 2017). Essas microvesiculas s3o consideradas potenciais biomarcadores de
inflamacdo e podem carrear um grande nuimero de moléculas bioativas, como 4acidos
nucleicos (Jansen et al., 2016). Em 2010, nosso grupo de pesquisas demonstrou niveis
elevados de MPs derivadas de plaquetas (PMPs) no plasma de pacientes infectados por P.
vivax, estando os altos niveis associados as manifestagdes clinicas da doenga (Campos et al.,
2010). Na malaria causada por P. falciparum, as PMPs facilitam a adesdo de eritrdcitos
infectados ao endotélio cerebral (Faille et al., 2009). Ademais, MPs podem carrear moléculas
de microRNA capazes de modular a expressdo de proteinas de P. falciparum (Wang, Z. et al.,

2017).
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Até o momento, os estudos sugerem que o papel das plaquetas frente a infeccdo
maldrica ¢ complexo e ainda pouco conhecido. As varias fung¢des desempenhadas pelas
mesmas também incluem seu papel protetor em infecgdes por diferentes patdogenos, como
Plasmodium spp. (Morrell ef al., 2014). Na malaria, as plaquetas parecem induzir a morte de
formas intraeritrociticas, sendo esse fenomeno, a principio, independente da espécie de
plasmédio (Mcmorran et al., 2009). Posteriormente, demonstrou-se que a morte de P.
falciparum mediada por plaquetas requeria contato celular, liberacdo do fator plaquetario
quatro (PF4) e ligagdo desse fator ao receptor DARC (antigeno Duffy receptor para
quimiocinas) presente na superficie dos eritrocitos (Mcmorran et al., 2012). Mais
recentemente, foi possivel demonstrar que o fenomeno de morte parasitiria causado por
plaquetas ocorre com outros plasmddios humanos, sendo o efeito mais expressivo em
pacientes infectados por P. vivax (Kho et al., 2018). Compreender, portanto, o papel dual que
as plaquetas exercem na maldria humana parece ser essencial para o entendimento dos
mecanismos de prote¢do e susceptibilidade a doenca, particularmente, na infeccdo causada

por P. vivax.
1.3.1 Receptores de superficie plaquetaria

As plaquetas possuem glicoproteinas de membrana, ha muito estudadas, as quais
consistem em receptores de superficie responsaveis por importantes fungdes desses
fragmentos celulares, tais como adesdo, ativacdo e agrega¢do (Mancuso e Santagostino,
2017). Sabe-se, portanto, que a variabilidade genética do hospedeiro pode afetar esses
receptores de superficie, de forma a modificar o desempenho funcional das plaquetas, bem

como sua contribuicdo para diversas patologias (Jimenez ef al., 2008).

As glicoproteinas GPIIb/Illa, GPla/lla e GPIba sdo os principais receptores de
membrana das plaquetas (Figura 1). De grande importancia para a formagdo do trombo e
controle de hemorragias, GPIIb/IIla, ou allbB3, se liga ao fibrinogénio, que atua como
substrato no recrutamento de novas plaquetas para o local da lesdo. Por sua vez, GPIa/lla,
também conhecida como integrina o2B1, ¢ um receptor plaquetdrio para colageno,
responsavel pela ativag@o e adesdo das plaquetas a parede vascular danificada (Rossaint ef al.,
2018). Em 2013, nosso grupo de pesquisas demonstrou uma associagdo entre o polimorfismo
C807T (rs1126643) do gene que codifica a subunidade o2 da integrina a2Bl e a
trombocitopenia na maléria por P. vivax. Mais especificamente, verificou-se que pacientes

carreadores do alelo T — os quais possuem maiores niveis do receptor e elevado risco
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trombdtico (Kunicki er al., 1997; Moshfegh et al., 1999) — apresentam dez vezes mais chance

de desenvolver trombocitopenia grave (Campos et al., 2013).

Contudo, a interacgdo inicial entre plaquetas e a parede vascular lesionada é mediada
pelo complexo GPIb-IX-V, sendo a glicoproteina GPIba o maior polipeptideo entre os que
compdem esse complexo (Huizinga ef al., 2002). GPIba € expresso apenas em megacariocitos
e plaquetas. Essa glicoproteina apresenta uma regido capaz de se ligar a uma proteina
encontrada no plasma e na matriz subendotelial, denominada fator de von Willebrand (vWF),
sendo essa associagdo de extrema importancia para a ativacdo plaquetdria (Lopez, 1994).
Ademais, estudos acerca de desordens hemoliticas demonstraram que, nessas condi¢des,
GPIba se liga a hemoglobina livre no plasma e promove a ativa¢do das plaquetas (Annarapu
et al., 2016). Com relagdo aos niveis desse receptor plaquetdrio, foi proposto que o
polimorfismo na sequéncia de Kozak T-5C (rs2243093) de GPIba determina a expressdo
dessa glicoproteina na superficie das plaquetas. Assim, portadores do alelo C — menos
frequente nas populagdes — apresentam maiores niveis de GPIba e maior risco no

desenvolvimento de doengas coronarianas (Afshar-Kharghan ez al., 1999).
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Figura 1: Representacdo esquematica dos principais receptores de plaquetas e suas
respectivas interagdes. A adesdo plaquetaria ao endotélio, mediada por GPIba e a2p1, leva a
ativacdo plaquetdria e a uma mudanca conformacional de allbB3. A glicoproteina allbf3, por

sua vez, promove a agregacdo de plaquetas ativadas

Além de servir como uma ponte entre plaquetas e a matriz subendotelial apds dano
vascular, o vVWF é um conhecido marcador de inflamag&o em diversas patologias (Schwameis
et al., 2015). Trata-se de uma glicoproteina multimérica presente no plasma, na matriz
subendotelial, estocada nas células do endotélio e, em menor quantidade, em plaquetas. O
vWF possui quatro dominios, cujo Al é responsavel pela ligacdo a seu principal receptor nas
plaquetas, GPIba (Figura 2) (De Meyer et al., 2012). Em resposta a um estimulo inflamatdrio,
as células do endotélio liberam grandes multimeros de vWF, os quais possuem conformagao
ideal para ligagdo as plaquetas via GPIba. Por conseguinte, a interagdo entre plaquetas e vVWF
promove o recrutamento de leucdcitos para o sitio de inflamagdo. Na auséncia da
metaloprotease ADAMTS-13, capaz de clivar os multimeros de vVWF, ocorre o recrutamento
excessivo de leucocitos e, portanto, amplificagdo da resposta inflamatéria (Kawecki et al.,
2017). Na maléria por P. vivax, foram observados niveis elevados de vWF, associados a
baixas contagens de plaquetas (De Mast er al., 2009). Todavia, o estudo de receptores
plaquetarios, bem como de seus ligantes, ¢ pouco explorado na maléria e, entdo, ndo se

conhece a real contribui¢do dessas moléculas para a morbidade da doenga.
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Figura 2: Representacdo esquematica estrutural do fator de von Willebrand (vWF). Os

Adaptado de De Meyer et al., 2012

dominios D1-D2 representam o pro-peptideo (pro-vWF), enquanto a por¢do D’-CK representa
vWF maduro, que se organiza em multimeros. Os dominios de vVWF, seus sitios de ligagdo e o

local de clivagem por ADAMTS-13 estdo indicados na figura

1.4 Componentes do inflamassoma e variabilidade genética

Achados recentes t€ém sugerido que as plaquetas sdo capazes de processar e secretar a
citocina IL-1B em sua forma ativa (Hottz ef al., 2013; Murthy et al., 2017). IL-1p, por sua
vez, possui propriedades inflamatdrias e sua neutralizacdo estd relacionada a um melhor
prognostico em doengas autoinflamatorias (Dinarello, 2011). De grande importancia para a
resposta imune inata, essa citocina € produzida em decorréncia da formagdo de complexos
moleculares denominados inflamassomas (Figura 3). Esses complexos consistem em
plataformas moleculares que se tornam ativadas em resposta a uma variedade de estimulos

provenientes de infec¢des, dano tecidual ou desequilibrios metabolicos (Latz et al., 2013).

Inicialmente, a producdo de IL-1p via inflamassoma envolve a ativacdo de receptores
intracelulares do tipo NOD (nucleotide oligomerization domain), conhecidos como NLRs. O
inflamassoma mais bem caracterizado apresenta NLRP3 como sensor de patégeno ou dano e,
uma vez sensibilizado, promove a ativagdo indireta da caspase-1 e posterior clivagem de pro-
IL-1B e pro-IL-18 em suas formas ativas (Schroder e Tschopp, 2010). Em contrapartida, o

inflamassoma contendo NLRP1 ¢ capaz de ativar caspase-1 diretamente (Faustin ef al., 2007).
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Além dos NLRs, outros receptores também podem ativar a formagdo de inflamassoma, como
¢ o caso de AIM?2 (absent in melanoma 2), capaz de reconhecer moléculas de DNA alteradas

ou mesmo provenientes de parasitos (Lugrin e Martinon, 2018).

Assim como IL-1B, IL-18 ¢ uma das primeiras citocinas pro-inflamatorias liberadas
por diversos tipos celulares, incluindo macrofagos e células dendriticas, frente a diferentes
patdégenos. Recentemente, foi mostrado que as plaquetas humanas também contém transcritos
para IL-18 (Allam ef al., 2017). Essa citocina induz o aumento da expressdo de moléculas de
adesdo — importantes no recrutamento de neutrdéfilos para o local da inflamagdo — além de
aumentar a sintese de 6xido nitrico e quimiocinas (Kumar, 2018). Tendo em vista que IL-18
também ¢é responsavel por induzir a produgdo de IFN-y e, portanto, apresenta um papel
importante na polarizacdo de células T, essa citocina ¢ capaz de influenciar a complexa

interagdo entre parasito e hospedeiro (Arango Duque e Descoteaux, 2014).

A inibi¢do do processo inflamatério pelo proprio hospedeiro ou patéogeno € uma
estratégia utilizada para limitar o dano ou facilitar o progresso da infec¢do, respectivamente
(Garib et al., 2016). Com relagdo aos mecanismos do hospedeiro, a autoinibi¢do do
inflamassoma ¢ um elemento essencial para impedir que a resposta inflamatdria se torne
exacerbada (Davis ef al., 2011). Em um estudo pioneiro, foi mostrado que uma proteina
contendo um dominio de recrutamento de caspase, denominada CARDS, interage por contato
com a caspase-1 e regula negativamente sua ativagdo (Razmara ef al., 2002). Por outro lado,
Ito e colaboradores sugeriram que CARDS interage diretamente com NLRP3, promovendo a
diminui¢do de IL-1B (Ito ef al., 2014). Outra molécula que parece estar associada ao controle
da produgdo de IL-1p € a pirina, proteina codificada pelo gene da febre Mediterranea (MEFV)
(Hesker et al., 2012).

Polimorfismos em genes codificadores de componentes dos inflamassomas, bem como
de suas moléculas reguladoras, parecem determinar a susceptibilidade ou protegdo a diversas
infec¢des, como pelo HIV-1 (Pontillo, Oshiro, et al., 2012). Um polimorfismo localizado no
gene de NLRP1 (rs2670660), especialmente quando combinado a outro polimorfismo no
mesmo gene (rs12150220), parece conferir um risco mais elevado ao desenvolvimento de
lupus eritematoso sist€émico (Pontillo, Girardelli, et al., 2012). Em um estudo prospectivo de
pacientes com meningite pneumococica, foi mostrado que um polimorfismo no gene de
CARDS (rs2043211) estava associado a um mau progndstico da doenca (Geldhoff et al.,
2013).
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No que diz respeito ao papel dos inflamassomas na malaria, foi demonstrado que heme
extracelular — indicador de hemolise e dano celular — promove a ativacdo de NLRP3 e
posterior producgdo de IL-1B (Dutra et al., 2014). Estudos em modelos murinos reportaram
que os cristais de hemozoina produzidos durante a infec¢do ativam NLRP3 e agravam os
sintomas da malaria cerebral (Dostert ef al., 2009). Além disso, a hemozoina sintética foi
capaz de ativar o inflamassoma in vivo, mesmo na auséncia de infec¢do por Plasmodium sp.
(Griffith et al., 2009). Em um estudo recente de malaria cerebral experimental, o uso de um
inibidor seletivo do inflamassoma NLRP3 auxiliou significativamente na recuperagdo de
camundongos, apds administracdo de antimaléricos (Strangward et al., 2018). Todavia, ha
escassez de trabalhos associando a variabilidade genética dos inflamassomas as manifestagdes
clinicas observadas na malaria, ou mesmo a inflamag3o caracteristica dessa doenga. Tendo em
vista o carater inflamatorio da infec¢do por P. vivax, bem como a estreita relacdo existente
entre inflamacdo e coagulacdo (Francischetti ef al., 2012), o presente trabalho vem auxiliar no
entendimento do papel de componentes associados a biologia plaquetéria e inflamassoma na

infecc¢do por P. vivax.
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Figura 3: Ativacdo de inflamassoma na presenca de patégeno ou dano celular. Esse evento
inicial leva a ativagdo de caspase-1 — com ou sem a participagdo de moléculas adaptadoras — e
liberagdo de IL-1p e IL-18. Em condi¢des normais, a ativagdo dos inflamassomas culmina na
resolugdo da infec¢do ou inflamacdo. Em contrapartida, a perpetuagdo da ativagdo pode levar
a um quadro de inflamagdo cronica e agravamento da doenca. Inibidores derivados de
patogenos podem bloquear a ag¢do do inflamassoma em diversos pontos e assim a resolugéo da
infeccdo, ao passo que inibidores proprios do hospedeiro previnem a exacerbagdo do processo

inflamatorio
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1.5 Acidos nucleicos circulantes: microRNAs plasmaticos e associacido com morbidade

A maior parte do DNA e RNA humano encontra-se localizada dentro das células; no
entanto, pequenas por¢des de acidos nucleicos podem ser encontradas no plasma sanguineo,
provenientes da liberagdo ativa por células vivas ou em decorréncia de morte celular (Garcia-
Casas et al., 2017). A existéncia dos acidos nucleicos circulantes (CNAs) ganhou destaque
quando da identificacdo de altos niveis de DNA no sangue de pacientes com diferentes tipos
de tumores (Phallen et al., 2017). Desde entdo, moléculas de DNA e microRNA (miRNA)
livrtes de células tém sido largamente investigadas e detectadas em pacientes com
enfermidades agudas (Xu ef al., 2018). No que se refere a malaria, nosso grupo de pesquisas
foi pioneiro na demonstragdo de que os CNAs estavam aumentados durante a infec¢do por P.
vivax e associados a uma maior morbidade da doen¢a (Franklin ef al., 2011). Nesse mesmo
trabalho, verificou-se que baixos niveis plaquetarios estavam correlacionados a elevadas
concentragdes dessas moléculas, sugerindo o papel dos CNAs como potenciais biomarcadores

de trombocitopenia e morbidade associada a malaria por P. vivax.

Os miRNAs s3o pequenos RNAs ndo codificantes, de aproximadamente 22
nucleotideos, que apresentam papel critico na regulagdo pos-transcricional (Garavelli et al.,
2018). Ao se ligarem a um mRNA alvo, essas moléculas podem promover a sua degradagdo
ou reprimir a tradug¢do e, dessa forma, interferir em diversos processos bioldgicos, que
incluem o desenvolvimento de doengas (Weiss e Ito, 2017). Apesar da sua fungdo intracelular,
tem sido demonstrado que os miRNAs podem ser liberados pelas células e circular no sangue
de forma estavel. Evidéncias apontam para as microvesiculas (MVs) como as principais
estruturas de transporte de miRNAs pela corrente sanguinea, protegendo-os da degradacdo e
contribuindo para a sinalizagdo intercelular (Jansen ef al., 2014). Nesse contexto, Zhang e
colaboradores demonstraram que MVs contendo o miRNA miR-150, que se encontra em
niveis elevados no plasma de pacientes com aterosclerose, foram capturadas por células
endoteliais receptoras, que tiveram suas func¢des alteradas (Zhang et al., 2010). Além disso,
mostrou-se que vesiculas derivadas de células endoteliais promovem protecdo vascular e
regeneragdo do endotélio, por um mecanismo em que o miR-126 atua na produgdo de

quimiocinas e consequente reparo de dano tecidual (Zernecke et al., 2009).

Como se trata de um campo ainda em expansdo, muitos dos trabalhos que tém
contribuido para o entendimento dos miRNAs e sua influéncia em condi¢cdes de satude e

doenga advém de estudos em hematopoiese e doencas hematoldgicas (Weiss e Ito, 2017). Na
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maléria, a busca por eficientes biomarcadores de infeccdo e gravidade tem estimulado o
estudo de miRNAs. O primeiro trabalho a investigar os niveis dessas moléculas no plasma de
pacientes com maldria sugere que dois miRNAs (miR-451 e miR-16), os quais sdo altamente
expressos nas células vermelhas do sangue, apresentam-se diminuidos no plasma de pacientes
infectados por P. vivax (Chamnanchanunt ef al., 2015). No entanto, além da busca necessaria
por possiveis biomarcadores da infecgdo, € preciso compreender de que maneira os miRNAs,
especialmente aqueles presentes no plasma, podem contribuir para a patogenia associada a P.

vivax.
1.6 Justificativa

A despeito dos esfor¢os e avangos direcionados a elimina¢do da malaria em diversos
paises endémicos, a doenga ainda ¢ motivo de preocupacdo no cendrio de saude publica
global. Nas Américas, 74% dos casos sdo atribuidos a P. vivax, espécie anteriormente
considerada benigna e também negligenciada por parte das pesquisas e politicas de controle
(Recht et al., 2017). Todavia, registros de complicagdes e mortes decorrentes da infec¢do por
P. vivax reforcam a necessidade de conhecimento acerca dos mecanismos patogénicos da

doenga (Siqueira et al., 2015).

Entre os pacientes infectados por P. vivax, a anemia e a trombocitopenia sdo as
complica¢des hematologicas mais comumente observadas, acompanhadas por uma intensa
resposta pro-inflamatoria e desequilibrio na producéo de citocinas (Andrade et al., 2010). No
intuito de identificar eficientes biomarcadores de inflamagdo na malaria por P. vivax, nosso
grupo de pesquisas demonstrou que, durante a infecg¢do, as plaquetas ativadas liberam niveis
significativos de pequenas vesiculas extracelulares denominadas microparticulas — MPs. Essa
foi a primeira evidéncia de que os niveis de MPs derivadas de plaquetas, as quais possuem
alto potencial inflamatdrio, estavam associados a manifesta¢des clinicas da malaria por P.
vivax (Campos et al., 2010). Tendo em vista que as vesiculas podem armazenar um grande
numero de moléculas bioativas, incluindo acidos nucleicos (Jansen et al., 2014), investigou-se
a presenca de 4cidos nucleicos circulantes no sangue (CNAs) durante a infec¢do por P. vivax.
Os resultados obtidos mostraram que os CNAs estdo aumentados na malaria por P. vivax e
demonstram-se relacionados a morbidade. Em especial, o aumento dessas moléculas no
plasma estd correlacionado a baixos niveis plaquetarios, reiterando a importancia das

plaquetas para a infec¢do (Franklin ef al., 2011).
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A fim de esclarecer o papel das plaquetas na patogénese da maléria por P. vivax,
levantou-se a hipdtese de que receptores de superficie plaquetéria, responsaveis pela ativagéo
e desempenho de suas fungdes, poderiam estar envolvidos nas complicagdes clinicas
decorrentes da infec¢do. De forma satisfatoria, os resultados iniciais refor¢aram a hipotese de
trabalho, pois demonstraram que a variabilidade genética do principal receptor plaquetario
para colageno — a2f1 — estava associada ao desenvolvimento de trombocitopenia grave em
individuos infectados por P. vivax (Campos et al., 2013). Em vista do envolvimento das
plaquetas no agravamento da infec¢do e da importancia de seus receptores para o ciclo
coagulagdo-inflamag@o, o estudo de outros receptores de superficie, bem como de seus

ligantes, pode auxiliar no entendimento do papel das plaquetas na maléria por P. vivax.

Estudos tém apontado para a capacidade das plaquetas em processar e liberar
citocinas, como, por exemplo, a IL-1 (Nhek e al., 2017). Em particular, o processamento
das citocinas IL-1B e IL-18 ocorre a partir da ativacdo de plataformas moleculares
denominadas inflamassomas (Kumar, 2018). Sabe-se que produtos do metabolismo do
parasito ou liberados em decorréncia da infec¢do malarica, tais como hemozoina e heme
extracelular, podem ativar o inflamassoma in vivo (Dostert et al., 2009; Dutra ef al., 2014).
No entanto, poucos sdo os dados disponiveis que associam inflamassoma a infec¢do por P.

vivax.

Com o objetivo de compreender os mecanismos potenciais que levam a morbidade na
maldria por P. vivax, buscou-se aqui aprofundar na investigacdo dos fatores associados a
cascata de coagulagdo-inflamacdo que poderiam explicar a trombocitopenia e a anemia na
malaria por P. vivax. Inicialmente, avaliou-se a influéncia da variabilidade genética do
hospedeiro vertebrado, em especial de componentes plaquetarios ¢ do inflamassoma, na
morbidade da infec¢do por P. vivax. Em um segundo momento, buscou-se uma associacio
entre a doenga clinica e a presenca de moléculas inflamatorias, tais como citocinas,
quimiocinas e fatores de crescimento. Tendo em vista o potencial dos CNAs como
biomarcadores de morbidade, além da estabilidade e funcionalidade das moléculas de
microRNA plasmaéticas, optou-se também por caracterizar o conteido de miRNAs no plasma

de individuos infectados por P. vivax.



32

2 OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral

Estudar componentes do hospedeiro vertebrado, em particular os relacionados a
cascata de coagulacdo-inflamacgdo, e seu envolvimento na patogénese da maléria causada por

P. vivax.
2.2 Objetivos especificos

Verificar uma possivel associacdo entre polimorfismos de genes do inflamassoma,
especificamente NLRP1, NLRP3, MEFV, CARDS, IL-1p e IL-18, e complicagdes clinicas na

maldria aguda por P. vivax;

Verificar associacdo entre um polimorfismo da glicoproteina GPIba, principal receptor

plaquetario para o fator de von Willebrand (vWF), e a malaria por P. vivax;

Investigar os niveis de vWF totais e da sua forma ativa, além da atividade de ADAMTS-13,
no plasma de pacientes infectados por P. vivax, com o fim de estabelecer uma relacdo entre os
niveis observados, o polimorfismo genético de GPIba estudado e a patogénese associada a

malaria por P. vivax;

Investigar fatores soluveis presentes no plasma de individuos com maléria por P. vivax, tais
como citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento, a fim de relaciona-los as alteragdes

hematologicas decorrentes da infec¢@o;

Identificar e quantificar miRNAs diferencialmente expressos no plasma de individuos

infectados por P. vivax, considerando-se pacientes com niveis plaquetarios distintos.
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3 METODOLOGIA
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3.1 Individuos estudados

A primeira parte deste estudo (Objetivos especificos 1 a 3) foi conduzida a partir de
amostras bioldgicas (n=288), previamente estocadas no Biorrepositério do Grupo de
Pesquisas em Biologia Molecular e Imunologia da Maléria (BMIM) do Instituto René Rachou
— Fiocruz Minas, conforme estabelecido pela resolugdo N. CNS441 de 12 de maio de 2011,
Conselho Nacional de Satde, Ministério da Saude. As amostras de sangue para obtengdo de
DNA e plasma foram coletadas de pacientes infectados por P. vivax, cujo diagnostico foi
realizado entre os anos de 2004 ¢ 2016 nos servigos de referéncia em malaria dos estados do
Mato Grosso (Cuiabd), Amazonas (Manaus) e Rondonia (Porto Velho). Para a segunda parte
do estudo (Objetivos especificos 4 e 5), além do uso de amostras de biorrepositério, foi
realizada nova coleta de sangue de pacientes diagnosticados com P. vivax (n=20), que
buscaram atendimento no Centro de Pesquisa em Medicina Tropical (CEPEM Rondonia),
entre os meses de novembro e dezembro de 2017, bem como de individuos ndo infectados

(n=9) na mesma area.

Ao todo, foram incluidos 308 pacientes infectados por P. vivax, considerando-se as
amostras do Biorrepositério e da nova coleta realizada. Os critérios de inclusdo no estudo
foram: (i) aceitar participar do estudo por meio da assinatura do termo de consentimento livre
e esclarecido obtido dos adultos e, no caso de criangas e adolescentes, dos pais e/ou
guardides; (ii) individuos de ambos os sexos com diagnostico microscopico positivo para P.
vivax e idade igual ou superior a cinco anos; (iii) em caso de sexo feminino, autorrelato de
auséncia de gravidez; (iv) auséncia de infec¢do por outra espécie de plasmddio confirmada
por PCR (reagdo em cadeia da polimerase) espécie-especifica (item 3.2). Os dados
demograficos, epidemioldgicos e clinicos foram obtidos utilizando-se protocolos ja
padronizados pelo grupo de pesquisa (Ceravolo ef al., 2008; Franklin et al., 2011). Para todos
os pacientes, foram realizados exames laboratoriais que incluiram hemograma completo,
dosagem de bilirrubina e creatinina. Os exames clinicos e laboratoriais de rotina (hemograma
e dosagens bioquimicas) foram realizados pelos servigos de referéncia de cada estado, sob a
responsabilidade dos especialistas em malaria clinica Dr. Cor Fontes (Universidade Federal
de Mato Grosso, Cuiab4a, MT), Dr. Marcus Lacerda (Fundagdo de Medicina Tropical Dr.
Heitor Vieira Dourado, Manaus, AM) e Dr. Dhelio Pereira (Centro de Pesquisa em Medicina
Tropical, Porto Velho, RO). Este projeto teve a aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos do Instituto René Rachou — Fiocruz Minas (Parecer 03/2008 — Anexo 1;

CAAE: 80235017.4.0000.5091 — Anexo 2).
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A tabela 1 resume os dados demograficos, clinico-epidemiologicos e hematologicos
dos individuos infectados por P. vivax envolvidos no estudo. A exposi¢do cumulativa a
malaria foi avaliada como o nimero de episodios da doenga informado pelo paciente. Foram
considerados anémicos homens com hemoglobina menor que 13 g/dL. e mulheres com valores
abaixo de 12 g/dL (WHO, 2011). Individuos que apresentaram contagem de plaquetas inferior
a 150.000/mm’ foram categorizados como trombocitopénicos. Ademais, niveis de plaquetas
inferiores a 50.000/mm? configuraram trombocitopenia grave (Lacerda et al., 2011). No que
diz respeito aos individuos ndo infectados, foram selecionados em area endémica de malaria
(Porto Velho, RO) nove voluntarios adultos saudaveis, de ambos os sexos, sem histérico de

maldria.
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Tabela 1: Dados demograficos, clinico-epidemioldgicos e hematoldgicos dos 308 individuos

infectados por P. vivax envolvidos no estudo

Parametro

Valor

Género (M:F)

Idade, mediana (I1Q)

Episoédios prévios de malaria, mediana (I1Q)
Parasitos/mm’, mediana (I1Q)

Hematdcrito %, mediana (I11Q)
Hemoglobina, g/dL., mediana (I1Q)
Leucocitos por mm? (x10°), mediana (I1Q)
Plaquetas por mm’ (x10*), mediana (IIQ)
Tempo de sintomas em dias, mediana (I1Q)
Anemia, n (%)

Trombocitopenia, n (%)

Trombocitopenia grave, n (%)

(3.5:1)
37,5 (27 - 48.25)
2(1-7)

3212,5 (1351,08 - 6727.5)
39,3 (36,33 - 43)

13 (12 - 14)

5.4 (4,3 - 6,59)

97.2 (62 - 137.5)
5(3-7)

120 (40)

243 (80.2)

48 (15.8)

IIQ: intervalo interquartil Q1 — Q3

3.2 Diagnostico de malaria

O diagnostico da infecgdo malarica foi realizado por meio de exame microscopico de

gota espessa corada com Giemsa, conforme preconizado pelo Ministério da Saade (SVS/MS,

2009). A confeccdo e o exame das laminas foram realizados por microscopistas de referéncia

dos servicos de saude locais. A infecgdo exclusiva por P. vivax foi posteriormente confirmada

por ensaios moleculares de PCR, baseados no gene /8S rRNA, utilizando-se protocolo

previamente padronizado no Laboratério de Maldria do IRR — Fiocruz Minas (Costa et al.,

2014). A condug@o clinica e o tratamento antimalarico foram realizados sob a supervisdo do
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Dr. Cor Fontes (MT), do Dr. Marcus Lacerda (AM) ou do Dr. Dhelio Pereira (RO), seguindo
as recomendag¢des do Programa Nacional de Controle da Malaria (SVS/MS, 2010).

3.3 Escore para avaliacido de malaria aguda por P. vivax

Atualmente, os critérios que definem a gravidade da maldaria por P. vivax se baseiam
na classificagd@o originalmente definida pela OMS para malaria grave por P. falciparum, sem
levar em consideragdo os limites de densidade parasitaria (WHO, 2015). Dessa forma, com
base nesses critérios, apenas um individuo infectado por P. vivax, proveniente do estado do
Amazonas, demonstrou sinal clinico de malaria grave. Esse paciente apresentou creatinina
elevada (2,3 mg/dL) e hiperbilirrubinemia, com valor de bilirrubina total igual 4,3 mg/dL
(valor de referéncia de até 1,2 mg/dL; critério para malaria grave: superior a 3 mg/dL); outras

doengas infecciosas comuns foram descartadas durante a sua hospitalizacao.

Como casos adicionais de malaria grave por P. vivax ndo foram detectados no presente
estudo, optou-se por categorizar os pacientes por meio de um escore que pudesse definir
diferentes graus de morbidade (Tabela 2). Nesse contexto, foram adaptados os critérios
previamente utilizados pelo nosso grupo de pesquisas (Franklin et al., 2011). Resumidamente,
o0 escore levou em conta a ocorréncia ou ndo de febre, além de parametros hematoldgicos —
hemoglobina, hematdcrito, leucdcitos e plaquetas. Pontuagdes de “zero” ou “um” foram
atribuidas aos parametros quando estes se mostravam ausentes — ou dentro dos valores de
referéncia — ou presentes — fora da faixa de referéncia, respectivamente. No caso das
plaquetas, porém, individuos com niveis iguais ou acima de 150.000/mm’ receberam
pontuacdo igual a “zero”; aqueles com niveis abaixo de 150.000 até 100.000/mm?>, pontuag¢io
igual a “um”; niveis abaixo de 100.000 até 50.000/mm’, pontuagdo igual a “dois™; e aqueles
que apresentaram trombocitopenia grave — contagem de plaquetas menor que 50.000/mm’ —
receberam pontuacdo igual a “trés”. Ao final, a soma dos pontos para todos os parametros

analisados consistiu no escore total, que variou de zero a sete.
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Tabela 2: Pardmetros e sistema de pontuagdes utilizados para estratificar individuos com

maléria ndo grave por P. vivax

Parametros Pontuacio Atribuida
Febre 0 se ausente 1 se presente
0se>12 (mulher) 1 se <12 (mulher)
0 se>13 (homem) 1 se <13 (homem)

Hemoglobina, g/dL

Hematocrito, % 0se>37 1 se <37
Leucécitos/mm’ 0 se >4.000 1 se <4.000
Plaque tas/mm’ 0 se >150.000 15¢<150.000  2se<100.000 3 se<50.000

3.4 Coleta de sangue para obtencao de DNA e plasma

Em funcdo dos objetivos propostos, as coletas de sangue foram realizadas utilizando-
se como anticoagulante EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) ou citrato de sédio 3,2%.
Para o estudo de polimorfismos em componentes de plaquetas e do inflamassoma, o sangue (5
mL) foi coletado em EDTA, com a utilizagdo do sistema de coleta a vacuo (Vacuette®,
Greiner Bio-One International GmbH, Austria). A partir do sangue total ou sangue em papel
de filtro, o DNA foi obtido utilizando-se os kits de extracdo de DNA gendmico Gentra
Puregene Blood Kit (Qiagen, Netherlands) e QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Netherlands),
respectivamente, conforme as recomendacdes do fabricante, e armazenado a -20°C até o
momento do uso. A coleta em EDTA também foi utilizada para a dosagem de citocinas e
caracterizacdo de miRNAs, sendo o plasma obtido por centrifugagdo a 1.500xg por 15
minutos e armazenado a -80°C até o uso. Para a dosagem de fatores plasmaticos, como vWF
total (VWF:Ag), vWF ativo (VWF:Collagen Binding - CB) e atividade de ADAMTS-13, o
sangue (5 mL) foi coletado em tubos contendo citrato de sédio 3,2% (Soares et al., 2013). Em
seguida, o plasma foi obtido por centrifugagdo a 1.500xg por 15 minutos ¢ armazenado a

-80°C até o momento de uso.

3.5 Genotipagem dos polimorfismos em genes de componentes do inflamassoma

utilizando o sistema TagMan®

As genotipagens dos polimorfismos em genes de componentes do inflamassoma foram
realizadas por meio do Sistema TagMan® (Applied Biosystems, Life Technologies, USA), cuja
sonda fluorescente ¢ capaz de detectar sequéncias especificas nos fragmentos de DNA

amplificados durante a PCR. Neste estudo, especificamente, foram utilizados os compostos
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fluorescentes VIC e FAM. As reacdes utilizando esse sistema foram feitas de acordo com o
protocolo do fabricante e as amostras lidas através da plataforma StepOne Real-Time
(Applied Biosystems, USA). A discriminagdo alélica também foi realizada conforme
orienta¢des do fabricante e analisada utilizando-se o software StepOne (Applied Biosystems,

USA).

Esta parte do estudo foi feita em colaboragdo com a Dra. Alessandra Pontillo (Instituto
de Ciéncias Biomédicas — Universidade de Sdo Paulo), especialista em estudos de associagdo
entre polimorfismos genéticos em componentes do inflamassoma e doengas infecciosas. O
numero de identificacdo para cada polimorfismo, assim como as sondas utilizadas se

encontram descritos na tabela 3.

Tabela 3: Sondas utilizadas para a genotipagem de polimorfismos em genes do inflamassoma

Gene - polimorfismo Sequéncia da Sonda [VIC/FAM |
rs12150220 GGAGCTTGGAAGAGCTTGGTAGAGG[A/T|IGTGAGGCAGAGATTTCTGGGGGGAA
NLRP1 rs11651270 ATCCCCTCCTCTITAAAGTGGGCCA|[C/TITTGGAACAGGGATGTGTCCACATGG
1s2670660 ACAAGTGATCTACCAGTCTTTTAAAJA/G]TTCTATTATTAAAACCCAAACATGC

NLRP3 1s35829419 GGAAGGCCGACACCTTGATATGGTG[A/CJAGTGTGTCCTCCCAAGCTCCTCTCA
rs10754558 GACAATGACAGCATCGGGTGTTGTT[C/G]TCATCACAGCGCCTCAGTTAGAGGA
MEFV 15224204 GGAGTCTGGAATCACAGACCCCGGG[A/G]TTGGGAACATCTCCCTCCCAGGTCC

rs2043211 AGTTGACACTCAGGAACAGCACGGA[A/T|ICAATAATGGCTCTGCCTCTGTCTCA

CARDS
1s6509365 TTCATTTTCTACAAATGAGACATAA[A/G]CCTGGTGCTGATGAGGAGCCACTGA

IL-1p  rs1143634 CATAAGCCTCGTTATCCCATGTGTC[G/A]JAAGAAGATAGGTTCTGAAATGTGGA

IL-18  rs5744256 GACGTTCCACAGACATCTCAGATCC[A/GJAAACGAAATGCGTCATCCATCCTCC

Fonte: https://www.thermofisher.com/br/en/home/life-science/pcr/real-time-pcr/real-time-pcr-assays.html

(acesso em 12/2018).

3.6 Genotipagem de polimorfismo no gene do receptor plaquetario para o fator de von

Willebrand (GPIba) por PCR-RFLP

A fim de verificar a presenga do polimorfismo T-5C (rs2243093) na sequéncia de
Kozak do gene de GPIba (Afshar-Kharghan ef al., 1999), foi realizada a amplifica¢do da
regido de interesse, que gerou um fragmento de 467 pares de bases (pb). Os iniciadores

utilizados foram Forward: 5’AGAAGAGAGAAGGACGGAGTCGAG3’ e Reverse:
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5’AGGATGGTTGTGTCTTTCGGC3’ (Ishida et al., 2000). A PCR foi realizada em volume
final de 20 pL, contendo 3 pL. de DNA; 0,5 uM de cada iniciador ¢ 10 uLL de PCR Master Mix
(Promega, USA), que contém a enzima 7aqg DNA polimerase, dNTPs, MgCl, e tampdes em
concentracdes pré-estabelecidas. As amplificagdes foram conduzidas no termociclador
Veriti® Thermal Cycler (Life Technologies, USA) e consistiram em um ciclo inicial de 1
minuto a 95°C, seguido por 40 ciclos, cada um com 30 segundos a 96°C, 1 minuto a 58°C, 1
minuto a 72°C e, finalmente, um ciclo de 1 minuto a 72°C. Os produtos amplificados foram

visualizados em gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etideo.

Apds a confirmacgdo da amplificagdo, os fragmentos de DNA foram digeridos com 2
unidades da enzima de restri¢do Avall (New England Biolabs, USA), a temperatura de 37°C
por 3 horas. Dessa forma, para cada reagdo de digestdo, foram utilizados 2 pL. do produto de
PCR diluido 1:2; 1 pL. de tampao fornecido com a enzima; 0,2 pLL de Avall, em um volume
total de 10 puL. Os produtos gerados durante a digestdo foram visualizados em gel de
poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata, a fim de melhor distinguir os genotipos. A
digestdo dos produtos amplificados gerou trés bandas para o alelo T (131, 161 e 175 pb) e
duas para o alelo C (131 e 336 pb) na posigdo -5.

3.7 Genotipagem do grupo sanguineo ABO por PCR-RFLP

Tendo em vista que o grupo sanguineo ABO pode influenciar nos niveis de vWF (Rios
et al., 2012), foi feita a identificagdo do tipo sanguineo dos pacientes, que foram
posteriormente agrupados em “tipo O” e “tipo ndo O, sendo que o ultimo pode estar
associado a maiores niveis de VWF (Sousa ef al., 2007). Para verificar a presenca da delegéo
do nucleotideo 261 na sequéncia codificante do gene que determina o grupo ABO, realizou-se
a amplificagdo da regido de interesse, que gerou um produto de 248 pb. Os iniciadores
utilizados  foram  fy46  5S’GAATTCACTCGCCACTGCCTGGGTCTC3® e  fy57
S’GAATTCATGTGGGTGGCACCCTGCCA3® (Mattos et al., 2001). Em seguida, os
fragmentos amplificados foram submetidos a digestdo pela enzima de restricio Kpnl
(Invitrogen, USA), a temperatura de 37°C por 2 horas. Apds a digestdo, o produto foi

visualizado em gel de agarose 2% corado com brometo de etideo.
3.8 Dosagem plasmatica de vVWF, vWF ativo e atividade de ADAMTS-13

A determinag@o dessas proteinas no plasma dos pacientes infectados por P. vivax foi

realizada utilizando-se kits especificos de ELISA (ensaio de imunoabsor¢do enzimatica). Para
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vWF:Ag (antigeno), foi utilizado o kit TECHNOZYM® vWF: Ag ELISA Kit (Technoclone,
Austria); para VWF:CB (collagen binding), o kit TECHNOZYM"™ vWF: CBA ELISA Kit
(Technoclone, Austria); e para atividade de ADAMTS-13, TECHNOZYM"® ADAMTS-13
activity (Technoclone, Austria), seguindo as recomendac¢des do fabricante. A leitura dos
resultados foi feita com o uso do leitor de ELISA Spectra® Paradigma® (Molecular Device,
USA). Os valores obtidos foram expressos em U/dL (VWF:Ag) e porcentagem (VWF:CB;
atividade de ADAMTS-13).

Essa parte do estudo foi feita em colaboragdo com os pesquisadores Dr. Sérgio

Bydlowski e Dra. Rosangela Soares (Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo).

3.9 Quantificacio de citocinas, quimiocinas e outras proteinas plasmaticas por ensaio

multiplex

A fim de identificar e quantificar importantes proteinas secretadas no plasma de
individuos infectados por P. vivax, bem como de individuos controle, foram dosadas, ao todo,
45 proteinas, incluindo citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento, a partir do uso do kit
ProcartaPlex® Cytokine/Chemokine/Growth Factor 45-Plex Human (eBioscience, USA). Este
kit se baseia na tecnologia Luminex e permite a detec¢do simultanea de multiplos alvos em
uma unica amostra. Ao final, a leitura do ensaio foi realizada em instrumento MAGPIX

(Thermo Fisher Scientific, USA), conforme recomendagdes do fabricante.

Essa parte do trabalho — bem como os topicos seguintes (3.10 e 3.11) — foi conduzida
durante o periodo de doutorado sanduiche (01/04/2018 a 31/10/18) realizado no Instituto de

Imunidade Inata da Universidade de Bonn, sob a supervisio do Dr. Bernardo Franklin.
3.10 Extracido de RNA circulante no plasma e confirmacio por PCR em tempo real

Para o isolamento de RNA do plasma de pacientes e individuos saudaveis, as amostras
de plasma foram descongeladas momentos antes da extragdo, centrifugadas a 1000xg, a
temperatura ambiente, por 5 minutos e mantidas no gelo (Page et al., 2013). Em seguida, 400
pL foram utilizados para extragdo, a partir do kit Plasma/Serum Circulating and Exosomal
RNA Purification (Norgen Biotek Corp., Canada), seguindo recomendacdes do fabricante. A
fim de controlar a efici€éncia da extragdo, foram adicionados, apos a segunda incubag¢do com
tampao de lise, cinco controles spike ins sintéticos, na concentracdo de 200 pM (5 pL) cada:

ath-miR-159a; cel-miR-248; cel-miR-254; osa-miR-414; osa-miR-442 (IDT Technologies,
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USA4). Apds o isolamento, a por¢cdo de RNA obtida foi concentrada com o uso do kit RNA
Clean-Up and Concentration (Norgen Biotek Corp., Canada) e finalmente eluida em 20 pL.

Para validar a presenga de pequenos RNAs nas amostras extraidas, as mesmas foram
testadas para o alvo U6 snRNA, por meio de TagMan® Small RNA Assays (4Applied
Biosystems, USA). Os ensaios consistiram em uma etapa de transcri¢do reversa, com a
utiliza¢do do kit TagMan® MicroRNA Reverse Transcription, seguida de amplificagdo por
qPCR, conforme protocolo disponibilizado pelo fabricante. A leitura foi realizada com o uso

do aparelho QuantStudio 6 Flex (4dpplied Biosystems, USA).
3.11 Caracterizacio de miRNAs circulantes no plasma

A deteccdo, identificacdo e a quantificagdo de moléculas de miRNA circulantes no
plasma, presentes nas amostras de RNA total extraidas conforme descrito acima, foram
realizadas com o uso da plataforma nCounter® (NanoString Technologies®, USA). No
presente estudo, foi utilizado o painel Human v3 miRNA CodeSet, capaz de detectar até 8§00
alvos pré-estabelecidos, que apresentam relevancia biologica. O ensaio é composto por uma
etapa de processamento manual, durante a qual € feita a preparagdo das amostras de miRNA,
seguida pela hibridizagdo com sondas alvo-especificas, conforme recomendagdes do
fabricante. A etapa posterior de processamento automatizado foi realizada nos instrumentos

nCounter Prep Station e nCounter Digital Analyzer (NanoString Technologies®, USA).
3.12 Analise dos dados

Parte deste trabalho teve como objetivo verificar o efeito de polimorfismos do
hospedeiro vertebrado sobre parametros clinicos e hematoldogicos, que possam ser indicativos
de maior morbidade na malaria por P. vivax. Sendo assim, foram feitas analises univariadas
para comparagdo de medianas, utilizando-se os testes ndo paramétricos de Kruskal-Wallis ou
Mann-Whitney, uma vez que os grupos ndo apresentaram distribuicdo normal. Quando feita
comparagdo entre trés ou mais grupos, foi realizado o teste Dunns (teste post hoc). A fim de
comparar proporgdes, realizou-se o teste Qui-Quadrado ou, quando necessario, o teste Exato
de Fisher. As analises univariadas foram feitas com o uso do software GraphPad (InStat 3.0;
Prism 7) e o nivel de significancia considerado foi de 5%. No caso de uma determinada
variavel de interesse apresentar valor de p<0,20, foi realizada uma anélise multivariada a fim
de verificar o efeito do polimorfismo sobre essa variavel, controlando os possiveis fatores de

confusdo, tais como sexo, idade e nimero de malarias prévias. Para tanto, foram construidos
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modelos lineares generalizados (GLM), que s@o uma extensdo dos modelos lineares normais.
Ao final, o modelo selecionado foi o que apresentou menor Critério de Informacdo de Akaike
(AIC) e, portanto, maior adequacdo. As analises multivariadas foram realizadas com o uso do

pacote R (versdo 3.2.2), e o nivel de significancia final considerado foi de 5%.

Os dados de miRNA obtidos por meio da plataforma nCounter® foram importados
pelo programa nSolver 4.0 (NanoString Technologies®, USA). A partir do uso do software,
foi possivel realizar o controle de qualidade e a normalizag¢do dos dados, a qual considerou os
controles spike ins sintéticos para o calculo. Conforme a recomendacdo do fabricante, apenas
os alvos que apresentaram contagem média dos valores brutos superior a 100, considerado o
background desse ensaio, seguiram para as analises de fold change e Componentes Principais
(ACP). Para tal, utilizou-se o software Partek Genomics Suite 7.0, capaz de identificar alvos
diferencialmente expressos pelo método ANOVA (andlise de varidncia). As andlises de
enriquecimento funcional foram feitas utilizando-se o software Ingenuity Pathway Analysis —
IPA (Qiagen, Netherlands), em colaboracdo com o Dr. Roney Coimbra (IRR — Fiocruz
Minas). Foram considerados nessas andlises os alvos que apresentaram fold change igual ou

superior a 1,25 e p <0,05.

Para as andlises de agrupamento hierarquico, utilizou-se o pacote GenePattern (Broad
Institute), tomando-se a correlagdo de Spearman como medida de comparacdo das entidades e

o average linkage como método de ligacdo.

As demais analises de correlagdo foram feitas com o uso do software GraphPad Prism

7, considerando-se nivel de significancia igual a 5%.
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4 RESULTADOS
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Os resultados obtidos foram subdivididos em duas partes. A primeira contemplou o
estudo de polimorfismos em genes do hospedeiro vertebrado (Objetivos especificos 1 a 3),
incluindo os resultados ja publicados referentes a investigacdo de polimorfismos de
inflamassoma (Santos et al., 2016). A segunda parte teve como foco o papel de mediadores

inflamatorios e miRNAs plasméticos na malaria por P. vivax (Objetivos especificos 4 e 5).

PARTE I - Estudo de polimorfismos em genes do hospedeiro vertebrado
4.1 Contribuic¢iao da variabilidade genética do inflamassoma na malaria por P. vivax

A andlise de polimorfismos de base unica em genes associados ao inflamassoma
sugeriu a influéncia de NLRP1, IL-1p e IL-18 na malaria clinica por P. vivax. Em relagdo ao
receptor NLRP1, foi possivel demonstrar que pacientes carreadores do alelo T para o
polimorfismo rs12150220 apresentaram niveis significativamente mais baixos de plaquetas
circulantes, quando comparados aos carreadores do genotipo AA (item 4.1.1, Tabela 4 do
artigo publicado). Adicionalmente, os achados mostraram que carreadores do gendtipo GG
para o polimorfismo rs5744256 de IL-18 apresentaram redugdo dos niveis de hemoglobina e
hematdcrito (item 4.1.1, Tabela 5). No que diz respeito ao polimorfismo rs1143634 de IL-1,
verificou-se que a presenga do alelo A foi associada a diminui¢do da parasitemia nos
pacientes (item 4.1.1, Tabela 5). Entretanto, no presente trabalho, nenhuma associa¢io
significativa foi encontrada entre a maldria por P. vivax e os polimorfismos de NLRP3,

MEFV e CARDS estudados.
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Recent reports showed that, in mice, symptomatic Plasmodium infection triggers NLRP3/NLRP12-dependent
inflammasome formation and caspase-1 activation in monocytes. In humans, few works demonstrated that
inflammasome is activated in malaria. As Plasmodium vivax is a potent inducer of inflammatory response we
hypothesised that inflammasome genetics might affect P. vivax malaria clinical presentation. For this purpose, se-
lected SNPs in inflammasome genes were analysed among patients with symptomatic P vivax malaria.

157 Brazilian Amazon patients with P. vivax malaria were genotyped for 10 single nucleotide polymorphisms
(SNPs) in inflammasome genes NLRP1, NLRF3, AIM2, CARDS, IL1B, IL18 and MEFV. Effect of SNPs on hematologic
and clinical parameters was analysed by multivariate analysis.

Our data suggested an important role of NLRP1 inflammasome receptor in shaping the clinical presentation of
P.vivax malaria, in term of presence of fever, anaemia and thrombocytopenia. Moreover IL1Brs1143634 resulted
significanty associated to patients' parasitaemia, while IL18 rs5744256 playsa protective role against the devel-

P. vivax

¥ opment of anaemia.
Malaria

Polymorphisms in inflammasome genes could affect one or other aspeds of malaria pathogenesis. Moreover,

these data reveal novel aspects of P. vivax/host interaction that involved NLRP1-inflammasome.

© 2016 Elsevier BV. All rights reserved.

1. Background

Malaria remains a major public health problem worldwide, with 3.2
billion people at risk of being infected and developing the disease
(WHO, 2015). Among the five Plasmodium spedies that cause malaria
in humans, Plasmodium falciparum has been considered the main
cause of severe and fatal disease, while P. vivax is a major cause of mor-
bidity outside Africa and has also been assodated with clinical severity
and systemic inflammation ( Barber et al,, 2015).

A central mechanism for inflammation induction is the secretion of
pro-inflammatory cytokines [L-18 e [L-18 from innate immune cells.
IL-1B e IL-18 liberation depends on the activation of a cytoplasmic com-
plex, known as inflammasome. Several intracellular Pattern Recognition
Receptors (PRRs) belonging to NLR family (i.e.: NLRP1, NLRP3, NLRP12)
and to other protein families (ie.: AIM2 or pyrin/MEFV), are able to in-
duce the inflammasome assembling in response to pathogen-assodated
molecular patterns (PAMPs) and danger-associated molecular patterns
(DAMPs ). Upon recognition of PAMPs and/or DAMPs, the receptor

* Corresponding author at: Laboratdrio de Imunogenética, Departamento de
Imunologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas, Avenida Prof. Lineu Prestes, 1730, Cidade
Universitiria, 53o Paulo, 5P, Brazil,

E-mail address: alepontillo@® usp.br (A Pontillo ).

httpy//dx.doiorg/10.1016/fmeegid 2016.02.038
1567-1348/0 2016 Elsevier BV. All rights reserved.

recruits the adaptor protein ASC and the cysteine-aspartic protease
caspase-1, which is responsible for the processing of pro-IL-1R and
pro-IL-18 (Man and Kanneganti, 2015).

Recent reports showed that, in mice, symptomatic Plasmodium in-
fection triggers NLRP3/NLRP12-dependent inflammasome formation
and caspase-1 activation in monocytes, leading to dramatic IL- 1R secre-
tion especially when exposed to a second microbial challenge (Ataide
et al., 2014), Furthermore hemozoin and DNA activated inflammasome
through NLRP3 and AIM2 receptors respectively, in murine infected
erythrocytes (Kalantar et al., 2014).

In humans, few works demonstrated that inflammasome is activat-
ed in malaria. In P. falciparum, for example, the opsonization of
malaria-infected erythrocytes activates the inflammasome and leads
to FcR-mediated phagocytosis in macrophages (Zhou et al., 2012). On
the other hand, the presence of inflammasome complexes was demon-
strated in monocytes from malaria patients containing either NLRP3 or
NLRP12 inflammasomes (Ataide et al., 2014).

Although multiple studies have revealed that malaria has been a
major force of evolutionary selection on the human genome ( reviewed
in (Malaria Genomic Epidemiology, 2014) little is currently known
about the effects of malaria on the evolution of the human immune
genes, possibly because the phenotypic consequences are more subtle
than those of the classic erythrocyte variants (Kwiatkowski, 2005).
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Table 1
Demographic, dinical and haematological data of Brazilian Amazon patients with P. vivax
malaria,

(HARACTERISTICS

Median age, years 34 (25-80)

Male/Temale, n 122/35

Previous malaria episades? n 15(1-40)

Days of acute illness, n 5(3-7}

Presence of fever, yes no 134/23

Parasitaemia, parasites/ul of blood 1117 (607.5-82138)

Leukoeyte counts, »10%ul 54 (4.4-146)

Haematocrit, 38.8 (35.6-50.6)

Haemoglobin level, g/dL Male: 132 (12.1-169); Female: 12.3
{113-15.2)

Anaemia", yes/no Male: 52/70; Female;12/23

Platelet counts, » 107/l a5 (62-260)

Thrombocytopenia®, yes/no 23/134

Total score, high/low 93/64

Data are reported as median (inte ruartile range ) except where otherwise specified,
& Self-reported number of lifetime malaria episodes.

¥ Araemia: haemoglobin <13 g/dL (Male) and <12 g/dL (Fernale).

# Thrombocytopenia: platelet counts <50 x 107/l

Notwithstanding, the last few years have seen a rapid growth in the num-
ber of reported genetic associations with susceptibility and resistance to
clinical malaria, many of which involve immunity and inflammation. In
this context, genetic variants in host innate immune genes (ie., CRP,
MBL2, NOS2, IFNAR1) and adhesion molecules (THBS1 and ESEL) have
been described as predisposing factors for the outcome of P. falciparum ma-
laria (Kanchan et al, 2015a, 2015b), while antioxidant enzymes (ie.; GSTT,
GSTM, GSTP, SOD, CAT) were evaluated as risk factors for P. vivax malaria
(Andrade et al, 2010; Femandes et al, 2015).

As P.vivax is a potent inducer of inflammatory response (reviewed in
(Anstey et al, 2009) we hypothesised that inflammasome genetics
might affect P. vivax malaria clinical presentation. To our knowledge,
inflammasome genes have not yet been evaluated in malaria. For this
purpose, selected single nucleotide polymorphisms (SNPs) in
inflammasome genes were analysed among Brazilian Amazon patients
with symptomatic P, vivax malaria,

2. Material and methods
2.1. Subjects

A total of 157 patients with P. vivax malaria (122 males/35 females)
were recruited for the study after written informed consent, as specified
by the Brazilian National Commission for Ethics on Research ( Protocol
CEPSH/CPgRR/03/2008). Antimalarial and supportive therapies were
given according to standard protocols. The study included patients
with symptomatic P. vivax malaria, and all volunteers were negative
for P. falciparum and/or P. malariae by the means of microscopy and po-
lymerase chain reaction (PCR). Clinical and demographical data were
acquired through a standardized questionnaire, and the haesmatological
profiles were assessed by automated complete blood cell counts carried
out at local health facilities. Table 1 summarizes demographic, epidemio-
logical, parasitological and haematological data of P. vivax infected-
volunteers. For statistical purposes, we used a previously validated
serni-quantitative clinical assessment to enable numerical comparisons
(Campos et al.,, 2013). Briefly, scores of 0 or 1 were assigned to clinical
and hematologic parameters reported as absent (or within reference
ranges) or present (or outside reference ranges), respectively; the sum
of scores provided patient's final clinical score (scores range from 0 to
7). We grouped 0-3 score as “low” and 4-7 as “high” total clinical score.

2.2 Single nucleotide polymorphisms selection and genotyping

10 SNPs in inflammasome genes NLRP1, NIRP3, MEFV, CARDS, IL1B,
and [L18 were selected based on functional effect, minor allele

frequency (MAF) and/or previously reported association with human
disorders (Levandowski et al., 2013; Verma et al., 2012) (Frayling
et al, 2007; Hitomi et al., 2009; Pontillo et al., 2011, 2012a, 2012b,
2013). SNPs genotyping was performed using commerdally available
TagMan assays (Applied Biosystems/AB) using StepOne Real-Time plat-
form ( AB). Allelicdiscrimination was performed using the StepOne soft-
ware (AB).

2.3. Data analysis

Effect of SNPs on hematologic and clinical parameters, including
haematocrit, haemoglobin, leukocyte and platelet levels, parasitaemia,
fever, presence of severe thrombocytopenia and anaemia as well as
the total dinical score was analysed by multivariate association based

Table 2
Frequency of studied polymorphisms in Brazilian Amazon mhort of patients with P viwee makira

Alleles/

Gene SNP ID Genotypes Frequency H-W p-value
NLRP1 1512150220 A 041 0.185
T 0.59
AlA 038
AT 043
T 0.19
rs11651270 C 0.48 0.247
T 0.52
cjc 025
T 045
TT 0.30
rs2670660 A 0.46 0.743
G 0.54
AJA 028
AJG 0.52
GIG 0.20
NLRP3 rs35829419 A 0.02 1.0
E 098
AIA 0
AC 0.03
c/c 0.97
1510754558 € 0.62 0.862
G 038
c/c 039
e 046
GIG 0.15
MEFV rs224204 A 012 1.0
G 088
AlA 0
AlG 024
GIG 076
CARDS rs2043211 A 070 ' 0.556
T 030
AJA 0.50
AT 0.40
T 0.10
rsb509365 A 0.63 0.303
G 037
AJA 037
AIG 0.51
GG 0.12
IL1B rs1143634 A 022 0.218
G 078
AlA 0.06
AIG 0.30
) GIG 064
118 rs5744256 A 0.83 0.767
G 0a7
AfA 0.69
AIG 029
GG 0.02

Gene symbol, Single nucleotide polymorphism ( SNP) identification (1D, alldle and geno-
type [requencies and p-value for Hardy-Weinberg (H-W) equilibrium test are reported



164

Table 3

M.LS Santes et al / Infection, Genetics and Evolution 40 (2016) 162-166

Association results for polymorphisms in inflammasome genes and dinical presentation in P vivax malaria patients,
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Gene  SNPID Fever (Yes/No) PRS (Log) WBC(Log) HTC(Log) HB(log) Anaemia(YesNo) Platelets (njl) TCP(YesMNo) Severity (High/Low)
NIRPT  rs12150220 0019 0.897 0243 0081 0169 0,201 4.5 exp.-4 0.189 0.001
rs2670660 0174 0.262 0172 0.099 0103 0,027 0324 0.008 0,024
rs11651270 0030 0.402 0.800 0320 0590 0172 0642 0.672 0.164
NLRP3 1535829419 D108 0.468 0083 0.559 0730 0.634 0308 0.369 0.812
1510754558 0.708 0.063 0616 0.842 0.997 0.542 0620 0.254 0.958
MEFV 5224204 0379 0,344 0900 0343 0371 0.059 0378 0.056 0.935
CARDS rs2043211 0092 0,195 0928 0.149 0136 0.056 0291 0.025 0.121
rs6500365 0030 0.175 0202 0419 0756 0.504 0377 0308 0.522
1B rs1143634 0295 52exp-4 0803 0387 0339 0.260 0519 0.161 0.499
118 [s5744256 0200 0.515 0348 0.004 Zexp-4  0.082 0929 0,249 0.810

p-values (adjusted for sex, age and number of malaria episodes | according to generallinear model (GLM) analysis are reported for studied SNPs and dlinical variables as well as for malaria
severity (based on “total score”) p-values <005 are underlined; p-values <0.005 are in bold characters,
SNP ID: Single nucleotide polymorphism identification number; PRS: parasitaemia; WBC: white blood cells (leukocytes); HB: haemoglobin level; HTC: haematocrit; TCP:

thrombocytopenia

on general linear model ( GLM) adjusted for variables (sex, age, number
of malaria episodes) using R-project package "SNP-assoc” version 1.5-2
(Gonzalez et al,, 2007). The Haploview software (Barrett, 2009) was
used to investigate the association and linkage disequilibrium (LD) pat-
tern and for deriving the haplotypes. A multiple testing correction
(Bonferroni) would require a significance threshold of p = 0.005.

3. Results

The frequency of studied polymorphisms in our patients is reported
in Table 2. The distribution of genotypes was consistent with Hardy-
Weinberg equilibrium for all SNPs (Table 2 ). Multivariate analysis re-
sults are summarized in Table 3.

Polymorphisms in candidate genes, such as NLRP3 and MEFV, previ-
ously shown as important players in malaria (Dutra et al., 2014;
Fumagalli et al., 2009; Kalantari et al.,, 2014), was not associated to ma-
laria presentation in our cohort (Table 3).

Un-expectantly, SNPs in NLRP1 resulted differently distributed in
P. vivax malaria patients according to several clinical parameters
(fever, anaemia, platelets counts and thrombocytopenia) (Table 3).

It was possible to observe a significant lower level of platelets in pa-
tients harbouring the minor allele T of the rs12150220 (A/T + T/T:
492 njuL vs A/A: 5.02 n/uL; Pagy = 4.5 exp.-4) (Table 4).

Table 4
Detailed results for significanty associated NLRPT SNPs.

When total clinical score was taken in account {“high” versus “low"),
NLRPT 1512150220 appeared to be significantly more frequent in indi-
viduals with a high clinical score (0.73) compared to a low one (055)
(Pagj = 0.001; OR, 4 = 3.89) (Table 4).

These findings suggest the contribution of missense variation NLRP1
rs12150220 (L155H) in severity of P. vivax malaria.

We would like to briefly mention other assodiation results with
p < 0.05, even if they did not pass Bonferroni correction, maybe due to
the limited size of analysed cohort, as in our opinion comroborate fully
statistically significant data. NLRPT rs1215022 and rs11651270 SNPs
are more frequent in patients with fever (n = 134) versus individuals
reporting no fever episodes (n = 23) (pag; = 0.019 and OR.yq = 4.68;
and psg = 0.030 and OR.y = 7.74, respectively) (Supplementary File
1). Moreover NLRP1 promoter variant rs2670660 resulted more fre-
quent in anaemic patients (p,g4 = 0.027; OR,4; = 2.67) as well asin in-
dividuals with thrombocytopenia (p,y; = 0008; OR,y = 4.54)
(Supplementary File 1).

Polymormphisms in inflammasome-related cytokines IL.-1R and IL-18
resulted significantly associated to clinical parameters in our cohort.

Malaria patients carrying IL18 rs1143634 minor A allele presented a
lower parasite load than G/G ones (A/A 4 A/G: 2.89 log ( parasite/ul) ver-
sus G/C: 3.2; p.y = 5.2 exp.-4), emphasizing the contribution of this

inflammasome-dependent cytokine in controlling parasitaemia (Table 5).

SNP Clinical variable
Individuals -
(frequency) me t se dif Lower upper p Padj
Platelets counts (103/uL)
rs121
50220 AlA 0.38 120.484 +7.990 Ref. 3.9 exp-4 4.5 exp-4
AJT-T[T 0.62 94.629 + 04.892 -25.855 -43.179 -8.532
Individuals
[frequenqr] OR 95% C1 P Paaj
Total clinical score High Low
rsi2i
50220 AlA 0.27 0.45 Ref 0.022 0.001
AT-T[T 0.73 0.55 3.89 1.63 9.30

Cenotypes distribution according to inheritance model (dominan t over-dominant), p-value, p-values adjusted for sex, age and number of malaria episodes, as well as Odds Ratio (OR) and
95% confidence intervals (Cl), or difference (dif) and 95% confidence intervals (lower; upper) are reported for NLRP1 SNPs associated with malaria dinical variables. me4se: mean and

standard error. Rel: reference genotype.
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Table 5
Detailed results for significantly associated IL1B and 1118 SNPs

Gene/SNP Clinical variable

IL18 Individuals (frequency) me + se dif Lower Upper p Pagi
Parasitaemia (log)

51143634 GG 073 3204007 Rel. 0.009 52 exp.-4
AG-AA 027 2894 0.09 —051 —0.78 —024

g
Haemoglobin level (log)

5744256 AJA 069 253+ 00 Ref. 0.003 1.9 exp.-4
A/G 029 258+ 0.02 0.06 0.0t 012
G/G 002 2311034 —037 —0.58 —0.16
Haematocrit (log)

155744256 AA-AJG 098 3.64 £ 0.01 Ref. 0.005 0.004
GG 002 3391035 —0.26 —0.43 —0.08

Genotypesdistribution according to inheritance model { co-dominant, dominant or recessive), p-value, p-values adjusted for sex, age and number of malania episodes, as well as diffe rence
(dif} and 95% confidence intervals { lower; upper) are reported for inflammasome SNPs associated with discrete/continue variables. me + se: mean and standard error; Ref.: reference

genatype.

Lower haemoglobin levels were found in IL18 rs5744256 G /G in-
dividuals (log(Hb) = 2.305) compared to A/A (log(Hb) = 2.526) and
A/G individuals (log(Hb) = 2.578) (pag; = 1.9 exp.-4) (Table 4). The
same [L18 SNP was significantly associated with low haematocrit
values according to a recessive inheritance model (p.4 = 0.004)
(Table 4), suggesting that this 3'UTR variant, which lead to a reduced
serum level of IL-18 (Frayling et al., 2007 ), could contribute to the
development of anaemia in malaria patients. Accordingly, IL18
rs5744256_A > G resulted less frequent in the anaemic patients
(male: Hb < 13.00 g/dL; female: Hb < 12,00 g/dL) as compared to
non-anaemic ones (0.21 versus 0.37; OR = 0.46), however once
again this association could not be considered statistically significant
after Bonferroni correction (p,yq = 0.037) (Supplementary File 1).

Finally, linkage disequilibrium was tested in the studied population
and the 2 CARD8 SNPs (rs2043211, rs6509365) resulted in LD (D’ =
0.94; r* = 0.64) (Supplementary File 2), however the derived 4 haplo-
types (A-A, T-G, A-G, T-A) did not result significantly associated with
malaria clinical presentation (p > 0.05).

4. Discussion

In murine models of malaria infection NLRP3-inflammasome has
been pointed out as the complex responsible for inflammation in re-
sponse to Plasmodium spp. hemozoin (Kalantari et al., 2014) moreover
haemolysis in term of increasing extracellular heme also activates
NLRP3-mediated IL-18 secretion (Dutra et al., 2014 ). However, un-
expectantly, NLRP3 variants did not assodate with any analysed charac-
teristics of clinical malaria.

Similarly, the other strong candidate gene, MEFV, which has been
previously pointed out as a protector factor against P falciparum malaria
(Fumagalli et al., 2009) did not resulted significantly associated to
P. vivax malaria in our cohort.

However our data suggested an important role of another
inflammasome receptor, the NLRP1, in shaping the clinical presentation
of P. vivax malaria, in term of presence of thrombocytopenia, a relevant
complication in P. vivax malaria (Lacerda etal, 2011) and severity of the
disease. Up to date, NLRP1 has not been assodated to disease character-
ized by episodes of fever as other inflammasome-related NLRs, nor with
platelet disorder. Moreover information about PAMPs and/or DAMPs
able to activate NLRP1 is still lacking, suggesting that during P. vivax infec-
tion still unknown molecular patterns could appear and induce
inflammasome activation through this receptor. Recent reports indicate
that NLRP1 could play a key role in endothelium, and especially in endo-
thelial disorders (Bleda et al., 2014, 2015). As P. vivax targets endothelium
and induces vascular damage (Barber et al,, 2015), we can hypothesise
that individual carrying NLRP1 gain-of-function SNPs could be more

susceptible to develop P. vivax-related vascular disorder. On the other
hand, the association of NLRP1 SNPs with cytopenia (platelets and,
even if not fully significant, red blood cells) recalls the work by
(Masters et al. (2012)) where NLRP1-inflammasome activation has
been associated to pyroptosis cell death in haematopoietic progeni-
tor cells in mice. Deeper investigations are needed to elucidate the
role of NLRP1 in P vivax malaria.

Cydlic inflammation is a common hallmark of malaria and itis related
to high levels of pro-inflammatory cytokines (Anstey et al., 2009), howev-
er it is still unclear whether the production of cytokine is a benefit for im-
mune response against Plasmodium. Our results suggested that IL-18
seemed to be important in controlling parasitaemia. For what concerns
IL-18, it was recently shown ina murine model of malaria that augmented
levels of [L-18 positively correlated with Plasmodium parasitaemia and
with the severity of the infection (Basir et al,, 2012). In our cohort, the
IL18 loss-of-function variation rs5744256 (Frayling et al, 2007) was asso-
dated to reduced haemoglobin level and haematocrit. These results par-
tially confirmed previously published data about the association
between IL18 promoter variants and severe malarial anaemia in children
(Anyona et al., 2011).

5. Conclusions

Despite the limited size of studied cohort, our results showed a sig-
nificant association between inflammasome genetics and clinical pre-
sentation of P. vivax malara, suggesting that polymorphisms in
inflammasome genes could affect one oranother aspect of malaria path-
ogenesis. Moreover, these data confirm previously reported results
about the key role of NLRP3-inflammasome in mouse model of malaria,
and reveal novel aspects of P. vivax/host interaction that might be
deeper investigated in term of NLRP1/platelets and/or endothelium
interplay.

Supplementary data to this article can be found online at http://dx.
doi.org/10,1016/j.meegid.2016.02.038.
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4.2 Influéncia da variabilidade genética da glicoproteina GPIba, receptor plaquetirio

para fator de von Willebrand (vWF), na malaria por P. vivax

Para avaliar o polimorfismo T-5C (rs2243093) da glicoproteina GPlba, fez-se
necessario padronizar a reacdo de PCR-RFLP, conforme detalhado na Metodologia. O ensaio
foi padronizado com sucesso e a figura 4 ilustra o perfil eletroforético do polimorfismo T-5C
para amostras de pacientes carreadores do gendtipo selvagem (TT), heterozigoto (CT) ou

homozigoto mutado (CC).

Figura 4: Perfil eletroforético do polimorfismo T-5C (rs2243093) de GPIba, para amostras de
tr€s individuos infectados por P. vivax. O individuo 1 possui genotipo TT (131, 161, 175 pb);
individuo 2, genotipo CT (131, 161, 175, 336 pb) e o individuo 3 apresenta o genotipo
mutado CC (131, 336 pb). Gel de poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata. PM= padrio

de peso molecular

Ao todo, 262 dos 308 (85%) voluntarios infectados por P. vivax (Tabela 1, ambos os
sexos, com mediana de idade de 37 anos) foram genotipados para o polimorfismo de GPIba.
O alelo selvagem T foi o mais frequente (83,4%), bem como o genotipo TT, presente em 70%
dos individuos estudados. O alelo C mutado apresentou frequéncia relativa igual a 16,6% e os

gendtipos CT e CC tiveram frequéncias iguais a 27% e 3%, respectivamente.

A fim de verificar uma associag@o entre o polimorfismo de GPIba e a morbidade
ocasionada por P. vivax, analisou-se o efeito da mutacdo sobre os niveis de hemoglobina

(Hb), hematdcerito (HTC), leucocitos, plaquetas, bem como ocorréncia de trombocitopenia
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grave (<50.000 plaquetas/mm®), anemia (Hb<12 g/dL para mulheres e Hb<13 g/dL para

homens) e perfil clinico (escore de morbidade, item 3.3).

Os resultados permitiram demonstrar que ndo houve associag¢do entre o polimorfismo
de GPIba e niveis leucocitarios, plaquetarios, ou valores do escore (dados ndo mostrados).
Entretanto, esse mesmo polimorfismo influenciou outros parametros hematoldgicos. Mais
especificamente, a partir das analises univariadas, verificou-se uma associagdo significativa
entre niveis de Hb e os alelos de GPIba (Figura 5a), sendo os niveis mais baixos associados
ao alelo mutado (média de 12,3 g/dL), quando comparado ao alelo selvagem (média de 13,1
g/dL) (Teste de Mann-Whitney; p=0,0012). De forma semelhante, verificou-se uma tendéncia
a diminui¢do dos niveis de Hb em fun¢do do nimero de alelos mutados. Assim, portadores do
gendtipo TT apresentaram o maior valor médio (13,2 g/dL), ao passo que carreadores do
gendtipo CC apresentaram a menor média (11,2 g/dL), sendo a diferenca entre os grupos de
genoétipos estatisticamente significativa (Teste de Kruskal-Wallis; p=0,0047). Apds o teste
post hoc, verificou-se que a diferenca encontrada se referia aos grupos TT e CC (p<0,05)
(Figura 5b). Na andlise multivariada, quando foram controladas as possiveis varidveis de
confusdo (sexo, idade e exposicdo prévia a maldaria), observou-se que a associagdo entre a
presenga do alelo mutado de GPIba e baixos niveis de Hb se manteve significativa (p=0,004

para CC e p=0,047 para CT, quando comparados a TT; AIC=997,7).
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Figura 5: Associacdo entre niveis de hemoglobina e o polimorfismo T-5C de GPIba. a)
Efeito dos alelos de GPIba sobre niveis de hemoglobina, sendo T o alelo selvagem e C o alelo
mutado. b) Efeito dos gendtipos de GPIba sobre niveis de hemoglobina, sendo TT o genotipo

homozigoto selvagem, CT o heterozigoto e CC o gendtipo homozigoto mutado. *p<0,05;
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*#p<0,01. Os dados foram apresentados em graficos do tipo boxplot, onde as extremidades
das caixas representam os quartis Q1 e Q3 e a linha interna horizontal, a mediana; os tragos
indicam os limites inferior e superior; cada ponto representa a dosagem de um paciente, cuja
concentracdo de hemoglobina ficou fora dos valores estabelecidos pelos limites superior ou

inferior

O polimorfismo do gene de GPIba também influenciou nos valores de hematocrito
(HTC) dos pacientes, tendo em vista que portadores do alelo T apresentaram média de HTC
igual a 39,8%, enquanto a média para portadores do alelo C foi de 37,9%, sendo a diferenca
entre os grupos estatisticamente significativa (Teste de Mann-Whitney; p=0,0474). A partir da
analise multivariada, observou-se o efeito significativo do genotipo mutado CC de GPIba

sobre HTC (p=0,022 para CC e p=0,162 para CT, quando comparados a TT; AIC=1580,8).

Quando avaliada a presenga de anemia entre os pacientes com diferentes gendtipos,
verificou-se que 39% dos individuos carreadores do genotipo TT apresentaram anemia, 43%
dos carreadores do gendtipo CT eram anémicos, seguido por 75% dos individuos com

gendétipo CC (Figura 6).

Gendtipo TT Gendtipo CT Gendtipo CC

EmEim =hEo mSim s mEim =&

B1% 57%

n=180 n=67

Figura 6: Associagdo entre anemia e o polimorfismo T-5C de GPIba. TT representa o
genoétipo selvagem, CT heterozigoto e CC homozigoto para a mutac¢do estudada. Os critérios
para anemia foram definidos como descrito no item 3.1 da Metodologia, sendo a presenca

(sim) e auséncia (ndo) representadas em vermelho e rosa, respectivamente
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A partir da andlise de regressdo logistica, foi possivel demonstrar, ainda, que
portadores do genotipo CT apresentaram cerca de duas vezes mais chance de desenvolver
anemia, quando comparados aos pacientes com genotipo TT (Odds Ratio = 2,038; Intervalo

de Confianca 95% = 1,039 — 3,996; p=0,038).

Em conjunto, os resultados sugerem uma associagdo entre o polimorfismo T-5C no
gene de GPIba e alteragdes nos niveis de Hb, HTC e ocorréncia de anemia em individuos
infectados por P. vivax. Tendo em vista que o polimorfismo estudado implica em uma maior
expressdo do receptor GPIba na superficie das plaquetas, fez-se necessario investigar se os
niveis do seu principal ligante, o fator de von Willebrand (vWF), também estariam

aumentados nos pacientes com a mutagdo T-5C.
4.2.1 Niveis plasmaticos do fator de von Willebrand (vWF) e da enzima ADAMTS-13

No intuito de verificar se individuos infectados por P. vivax carreadores da mutagéo
em GPIba também apresentariam niveis alterados de vWF, foram dosados o vWF total
plasmatico, o vVWF em sua forma ativa, bem como a atividade da enzima que cliva essa
proteina, denominada ADAMTS-13. Tendo em vista que o grupo sanguineco ABO poderia
influenciar nos niveis de vWF, foram comparados os niveis dessa proteina em individuos
categorizados como “O” e “ndo O”. Como no grupo de pacientes avaliados o tipo sanguineo,
o sexo e a idade ndo influenciaram nos niveis de vVWF (p>0,05 para todas as comparagdes

realizadas), essas variaveis ndo foram consideradas nas andlises posteriores.

A limitagdo de amostras e reagentes fez com que as dosagens pudessem ser realizadas
em apenas um grupo representativo da populacdo de estudo. Assim, foram incluidos 42
pacientes pareados por idade (mediana de 38 anos) com a populagdo estudada. Os resultados
das dosagens demonstraram que carreadores da mutacdo (CT, n=9) apresentam niveis
ligeiramente mais elevados de vWF em sua forma ativa, quando comparados aos individuos
do grupo TT (n=33) (Figura 7). No entanto, ndo foi detectada diferenga nos niveis totais de
vWF, ou mesmo na atividade de ADAMTS-13, entre os grupos estudados (dados ndo

mostrados).
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p=0.0498
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Figura 7: Associagdo entre vVWF ativo e polimorfismo de GPIba. Os niveis de vVWF em sua
forma ativa refletem a capacidade da proteina de se ligar a coldgeno (CB, collagen binding),
relativa ao controle fornecido pelo ensaio de ELISA vWF:CB. Nos graficos, as extremidades
das caixas representam os quartis Q1 e Q3 e a linha interna horizontal, a mediana; os tragos
indicam os limites inferior e superior; cada ponto representa um paciente, cuja dosagem ficou

fora dos valores estabelecidos pelos limites superior ou inferior
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PARTE II — Papel de mediadores inflamatorios e miRNAs plasmaticos na maliria por

P. vivax

4.3 Influéncia de mediadores inflamatérios nos parametros hematologicos associados a

malaria por P. vivax

A avaliagdo dos niveis plasmaticos de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento
foi realizada em uma amostra representativa da populagdo estudada, constituida por 78
pacientes com malaria aguda por P. vivax, pareados por idade com a populagdo de estudo.
Das 45 proteinas avaliadas, 11 (Tabela 4) apresentaram-se significativamente aumentadas nos
individuos infectados, quando comparados aos individuos saudaveis e sem histdrico de
malaria. Por outro lado, a quimiocina RANTES/CCLS5 apresentou valores plasmaticos
significativamente menores nos pacientes infectados por P. vivax, quando comparados aos
individuos saudaveis. A Figura 8 ilustra a concentracdo plasmatica de cada mediador nos

grupos de pacientes e controles.

Tabela 4: Mediadores inflamatérios aumentados (1) ou diminuidos (]) nos pacientes

infectados por P. vivax, quando comparados aos controles ndo expostos a maldria

Classificacio Nome Sinénimo
M IP-10 (Interferon gamma-induced protein 10) CXCL10
™ MCP-1 (Monocyte Chemotactic Protein-1) CCL2

Quimiocinas N MIP-1 a (Macrophage inflammatory protein-1 o) CCL3
N MIP-1 B (Macrophage inflammatory protein-1 8) CCL4

J RANTES (Regulated on activation, normal T cell expressed and secreted) CCLS
M IL-10 (Interleukin 10)

M IL-1RA (Interleukin-1 receptor antagonist )

M IL-18 (Interleukin 18)

N IFN-y (Interferon-gamma))

M IL-6 (Interleukin 6)

N SCF (Stem cell factor)

Fator de crescimento P HGF (Hepatocyte growth factor)

Citocinas
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Figura 8: Niveis de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento em pacientes com maléria

por P. vivax (n=78) e individuos saudaveis sem historico de malaria, provenientes de area
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endémica (n=9). Nos graficos estdo representados a média e o erro padrdo. Dosagem realizada

com o uso da plataforma Luminex

Em seguida, investigou-se a relagdo entre os niveis das proteinas avaliadas e
parametros hematologicos frequentemente associados a malaria por P. vivax, tais como
trombocitopenia, leucopenia e baixos niveis de hemoglobina (Hb). Dessa forma, foi possivel
demonstrar que nos pacientes infectados por P. vivax o aumento progressivo na concentragao
plasmatica de 14 mediadores inflamatorios foi acompanhado pela redug¢do do niimero de
plaquetas circulantes. A figura 9 ilustra os niveis de 7 desses mediadores — citocinas IL-6 e
IL-10 e quimiocinas das subfamilias CXC (IP-10/CXCL10 e IL-8/CXCL8) ¢ CC (MIP-1
a/CCL3, MIP-1 B/CCL4 e MCP-1/CCL2) — que foram associados a redu¢do da contagem

plaquetéria, mas néo a outro parametro hematologico.
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Figura 9: As concentragdes das citocinas IL-6 e IL-10 e de quimiocinas da subfamilia CXC
(IP-10/CXCL10 e IL-8/CXCL8) e CC (MIP-1 a/CCL3, MIP-1 B/ CCL4 ¢ MCP-1/CCL2) se
correlacionam inversamente com os niveis plaquetarios em pacientes com malaria por P.

vivax

Tendo em vista que o volume plaquetario médio (VPM) pode ser indicativo da
ativag@o de plaquetas, buscou-se, ainda, identificar a relagdo entre esse parametro, a contagem
plaquetdria e os niveis de moléculas inflamatorias nos individuos infectados. De fato, quanto
maior o VPM, menor a quantidade de plaquetas circulantes nos pacientes (Figura 10a).

Considerando-se as citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento investigados, apenas os
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niveis de IFN-y e IL-1RA (Figura 10b) aumentam em funcdo da elevagdo do VPM (r= 0,344,

p= 0,02 e r= 0,312, p= 0,03, respectivamente).
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Figura 10: Correlagdo entre plaquetas, VPM e citocinas. a) Nos pacientes infectados por P.
vivax, o aumento do VPM esté relacionado a reducdo da contagem de plaquetas. b) IFN-y e

IL-1RA estdo associados a diminui¢do do nimero de plaquetas e aumento do VPM

Além da associa¢do com plaquetas e VPM, as concentragdes plasmaticas de algumas
proteinas também foram correlacionadas com outros parametros hematologicos. Nesse
contexto, foi possivel identificar 3 fatores associados a niveis plaquetarios e Hb (Figura 11).
Mais especificamente, observou-se que o aumento das concentragdes plasmaticas de 1L-18 (r=
-0,483, p< 0,0001; r=-0,318, p= 0,0052), SDF-10/CXCL12a (r= -0,247, p= 0,0316; r= -0,3,
p=0,0096) e VEGF-A (r=-0,265, p=0,0216; r=-0,288, p= 0,0122) esta correlacionado com a

diminui¢do da contagem de plaquetas e dos niveis de Hb.
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Figura 11: As concentra¢des plasmaticas de IL-18, SDF-1a ¢ VEGF-A se correlacionam

inversamente com os niveis plaquetarios e de Hb em pacientes infectados por P. vivax
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No que diz respeito a contagem de leucdcitos, verificou-se que os niveis da quimiocina

eotaxina e de HGF estavam positivamente associados ao nimero dessas células no sangue (r=

0,33, p=0,0035 e r= 0,43, p= 0,0001, respectivamente), embora inversamente correlacionados

com niveis plaquetarios (eotaxina: r= -0,26, p= 0,0226; HGF: r= -0,408, p= 0,0003) (Figura

12).

Ainda sobre HGF, este fator de crescimento também se mostrou associado a

parasitemia dos individuos infectados (r= 0,25, p= 0,039) que, por sua vez, se correlaciona

com a diminui¢do dos niveis plaquetérios (r=-0,272, p= 0,027) (Figura 13).
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Figura 12: As concentrac¢des plasmaticas de eotaxina ¢ HGF se correlacionam positivamente

com o numero de leucdcitos e negativamente com a contagem de plaquetas no sangue

periférico de pacientes infectados por P. vivax
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Figura 13: A concentragdo plasmatica de HGF também esta relacionada ao aumento da

parasitemia que, por sua vez, estd associada a diminui¢do da contagem plaquetaria

4.4 Concentracao plasmatica dos mediadores inflamatérios em pacientes categorizados

de acordo com a presenca ou auséncia de trombocitopenia

Considerando-se o papel multifacetario das plaquetas na imunidade/inflamagdo e a
forte correlacdo observada entre esses fragmentos celulares e as proteinas estudadas, buscou-
se identificar mediadores inflamatorios capazes de diferenciar grupos de pacientes
categorizados segundo seus niveis plaquetarios. Para isso, os individuos infectados por P.
vivax foram classificados em trés categorias, sendo P1 os pacientes com trombocitopenia
grave (< 50.000 plaquetas/pL); P2 os pacientes com trombocitopenia (de 50.000 a <150.000
plaquetas/uL); e P3 os que apresentaram valor maior ou igual a 150.000 plaquetas/uL. As
comparagdes realizadas também incluiram individuos saudaveis (com contagem de plaquetas
considerada dentro dos valores de referéncia). Para cada comparagdo realizada — como, por
exemplo, controles versus pacientes; controles vs. P1; P1 vs. P3 — foram selecionados aqueles
marcadores com fold change (FC) maior ou igual a 1,5 e valor de p corrigido menor que 0,05.

Em seguida, foi realizado o agrupamento hierarquico com as proteinas selecionadas (Figuras

14 a 16).

Na comparagdo controles vs. pacientes, foram selecionados MCP-1, MIP-1 B, IP-10,

HGF, IL-10, IL-1RA e IL-18 (Figura 14a). O agrupamento hierdrquico feito a partir desses
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marcadores sugeriu proximidade entre os pacientes com trombocitopenia (P1 e P2) — os quais
apresentaram modulag¢do positiva (upregulation) das proteinas selecionadas — e maior
distanciamento dos pacientes sem trombocitopenia (P3); estes, por sua vez, se agruparam
mais proximos aos controles, que apresentaram modulagdo negativa (downregulation) dos

niveis das proteinas estudadas (Figura 14b).
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Figura 14: Proteinas diferencialmente detectadas nos plasmas de controles e pacientes
infectados por P. vivax, com (Pl e P2) ou sem trombocitopenia (P3). a) Sele¢do de
marcadores com fold change maior ou igual a 1,5 e valor de p corrigido menor que 0,05. b)
Agrupamento hierdrquico com as proteinas selecionadas, a partir do uso da plataforma de

analise GenePattern (Broad Institute)

Na comparagdo entre os grupos controle vs. P1 (< 50.000 plaquetas/pL), foram
selecionados MCP-1, MIP-1 B, IP-10, HGF, IL-10, IL-1RA, IL-18 e IFN-y (dados ndo
mostrados). A partir do agrupamento hierarquico, verificou-se que esses marcadores foram
capazes de diferenciar, de maneira satisfatéria, o grupo controle do grupo de pacientes com
trombocitopenia grave, os quais apresentaram elevados niveis de proteinas (Figura 15a). Da

mesma forma, os marcadores HGF, IL-18, IL-1RA, IL-10, IP-10, MIP-1 B, IL-8 e IL-6
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apresentaram-se aumentados em pacientes com trombocitopenia grave, e demonstraram-se

uteis na separagdo de P1 (< 50.000 plaquetas/ul.) e P3 (>150.000 plaquetas/uL) (Figura 15b).
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Figura 15: Proteinas diferencialmente detectadas em grupos de pacientes e controles. a)
Agrupamento hierarquico para os grupos P1 e Controle. b) Agrupamento hierarquico para os
grupos P1 e P3. O agrupamento hierarquico foi realizado como descrito na legenda da Figura
14

Finalmente, foi realizado o agrupamento hierarquico a partir das proteinas que se
demonstraram diferencialmente detectadas em pelo menos uma das comparagdes realizadas
(Figura 16). Observou-se que individuos com trombocitopenia grave (P1) foram
caracterizados, em sua maioria, pela regulagdo positiva dos marcadores selecionados. Por
outro lado, os controles se agruparam na parte central da figura, apresentando proximidade a
maioria dos pacientes ndo trombocitopénicos (P3), cujos niveis de proteinas, de forma geral,
encontram-se reduzidos. Os pacientes com trombocitopenia em grau variado (P2) se
distribuiram ao longo da figura, mas muitos se agruparam proximo a pacientes com

trombocitopenia grave (regulagdo positiva).
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Figura 16: Proteinas diferencialmente detectadas em pelo menos uma das comparagdes
realizadas entre pacientes (P1 a P3) e controles. O agrupamento hierdrquico foi realizado

como descrito na legenda da Figura 14

Considerando que a razdo IFN-y/IL-10 parece ser um marcador de malaria grave,
podendo estar relacionada ao obito de pacientes, buscou-se avaliar a razdo entre essas duas
citocinas nos pacientes categorizados de acordo com o nivel plaquetario (Tabela 5). Na
populagdo de estudo, os individuos com trombocitopenia grave (P1) apresentaram a menor
razdo IFN-y/IL-10 (mediana: 0,2; I1Q: 0,15 — 0,76), bem como os maiores niveis de IFN-y
(mediana: 265,5 pg/mL; I1Q: 158 — 333 pg/mL) e IL-10 (mediana: 1315 pg/mL; 11Q: 283 —
2222 pg/mL).

Tabela 5: Razdo IFN-y/IL-10 em pacientes categorizados de acordo com o nivel plaquetério

Parimetro P1 (n=8) P2 (n=45) P3 (n=23) Controles (n=4) p-value
IFN-y (pg/mL)  265.5 (158 - 333) 153.6 (96 - 238) 107.3 (59 - 177) 101,1 (53 - 164)  0,0029%
IL-10 (pg/mL) 1315 (283 - 2222) 232 (71 - 694) 22 (14 - 147) 6(2-26) <0,0001x

IFN-y/IL-10 0,2 (0,15 - 0,76) 0,75 (0,19 - 1,96) 3,54 (0,47 - 7,22) 17,87 (5,68 - 59,12) 0,0004¥%

Dados apresentados em mediana e intervalo interquartil (11Q)

§ Apenas a comparaggo P1 x P3 foi significativa (p< 0,05)

o As comparagdes P1 x P3; P1 x Controles; P2 x P3; P2 x Controles foram significativas
¥ As comparagdes P1 x P3; P1 x Controles; P2 x Controles foram significativas
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4.5 Caracterizacio de miRNAs plasmaticos em funcio dos niveis plaquetarios de

pacientes infectados por P. vivax

Em vista da importancia dos miRNAs para a regulacdo de processos bioldgicos,
incluindo a resposta inflamatdria, foram avaliados os niveis de miRNAs encontrados no
plasma de individuos infectados por P. vivax, categorizados como trombocitopénicos (P1 e
P2) ou ndo (P3), conforme descrito anteriormente (item 4.4). A limitacdo de plasmas e
reagentes disponiveis fez com que uma amostra representativa da populacdo estudada fosse
avaliada, constituida por 26 pacientes e 8 individuos saudaveis. No intuito de confirmar a
presenga de pequenos RNAs nas amostras, foi realizada, inicialmente, a amplificacdo de um
alvo controle — pequeno RNA nuclear envolvido no processo de splicing, U6 (U6 snRNA) —
em amostras de pacientes e controles. A Figura 17 ilustra o resultado obtido para um paciente,

confirmando a amplificagdo satisfatéria de U6 snRNA.

Paciente 1
2 5= 121
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2.0+ 14 [‘,/
g 1.54 1:8 /
5 Branco
1.0+
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Figura 17: Amplificagdo do alvo U6 snRNA, realizada por meio de PCR quantitativa em
tempo real (QPCR), em amostra de um paciente infectado por P. vivax (Paciente 1). O grafico
ilustra a magnitude do sinal de fluorescéncia (ARn, eixo y) versus o nimero de ciclos de
amplificacdo (eixo X). O RNA foi utilizado em dilui¢des sucessivas (1:1 a 1:8), a fim de se

verificar a especificidade da amplificag@o do alvo

Na sequéncia, realizou-se a identificacdo e quantificagdo dos miRNAs plasmaticos,
com o uso da plataforma multiplex de contagem digital baseada na tecnologia de barcode
molecular de cores (nCounter®). Dos 800 miRNAs alvos avaliados, 17 foram identificados

nas amostras estudadas (Apéndice 2). A analise de componentes principais (ACP) ilustra o
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resultado das 34 amostras analisadas (Figura 18). Observa-se um agrupamento das amostras
de pacientes, que aparentam estar mais relacionadas entre si, do que com as amostras de

individuos ndo infectados.
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Figura 18: Analise de Componentes Principais a partir dos dados obtidos por meio da
plataforma multiplex nCounter® para 34 amostras plasmaticas, incluindo 26 pacientes

infectados por P. vivax e 8 controles sem historico de maléria

Entre os miRNAs identificados, 6 encontram-se diferencialmente expressos em pelo
menos uma das comparagdes realizadas entre pacientes (P1 a P3) e controles (Figura 19). O
miR-520f-3p (pertencente ao cluster de miR-302¢c-3p) teve a expressdo diminuida nos
pacientes, quando comparados aos controles (pacientes vs. controles, FC= -1,6) (Figura 19).
Considerando-se as comparagdes entre os grupos de pacientes com diferentes niveis
plaquetarios, observou-se um efeito inverso, sendo a maior expressdo detectada nos pacientes
com trombocitopenia grave (P1), quando comparados aos individuos infectados

trombocitopénicos (P2, FC= 1,5) ou sem trombocitopenia (P3, FC= 2,1). De modo
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semelhante, 0 miR-150-5p também se apresentou com expressdo diminuida nos pacientes
(pacientes vs. controles, FC= -1,5); no entanto, pacientes com trombocitopenia grave

apresentam maiores niveis de miR-150-5p que pacientes sem trombocitopenia (FC= 1,96).

Os miRNAs miR-4454 e miR-7975 — aqui denominados miR-4454+7975, por serem
detectados pela mesma sonda — apresentaram maior expressdo nos individuos infectados
(pacientes vs. controles, FC= 1,96) e também em pacientes com trombocitopenia grave,
quando comparados aos que tiveram apenas trombocitopenia (FC= 1,86) e aos ndo

trombocitopénicos (FC= 2,56).

O miRNA let-7b-5p foi diferencialmente expresso apenas na comparagdo entre
pacientes e controles, sendo que os pacientes apresentaram nivel de expressdo reduzido (FC=
-2,05). Observou-se, ainda, que os niveis de miR-122-5p estdo significativamente mais
elevados em pacientes com trombocitopenia grave (P1 vs. P2, FC= 5,45), bem como miR-

126-3p (P1 vs. P3, FC=2,04).

miRNAs Simbolos (IPA) Pacientes x Controles P1XP2 P1 XP3
p-value Fold Change -value Fold Change -value Fold Change
hsa-miR-520f-3p miR-302¢-3p 339E-03 -1614
hsa-miR-4454-+hsa-miR-7975  miR-4454; miR-7975

hsa-miR-150-5p miR-150-5p 2.90E-02 -1.536 1.26E-01 1,496

hsa-let-7b-5p let-Ta-3p 3.04E-04 -2,055 2,16E-01 1475 1.43E-01
hsa-miR-122-5p miR-122-5p 240E-01 4575 1.44E-01
hsa-miR-126-3p miR-126a-3p T01E-01 -1,09 1,68E-01 1421

hsa-miR-520f-3p hsa-miR-4454+ hsa-miR-150-5p hsa-let-7b-5p hsa-miR-122-5p  hsa-miR-126-3p

hsa-miR-7975
=]
P1: plaquetas < 50,000/uL

P2: plaquetas 50,000 - <150,000/uL
P3: plaquetas = 150,000/pL

Figura 19: Representacdo grafica dos miRNAs diferencialmente expressos em grupos de
pacientes (P1, P2 e P3) e individuos ndo infectados. Os valores de fold change (FC) positivos
estdo destacados em vermelho; os valores negativos, em verde; os valores em cinza ndo foram
significativos (p>0,05). No esquema, as caixas representam os grupos comparados no estudo

e os tragos indicam diferen¢a na expressdo de miRNAs entre eles. A posi¢do das caixas reflete
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os niveis de determinado miRNA, em caso de diferenca na sua expressdo entre os grupos;

dessa forma, caixas localizadas na parte superior da figura representam maiores niveis

A partir de dados disponiveis na literatura, buscou-se associar os miRNAs
diferencialmente expressos a fungdes bioldgicas e/ou morbidades especificas (Tabela 6). Em
especial, miR-150-5p destacou-se pelo grande nimero de func¢des bioldgicas as quais esta
associado no conjunto de dados. Dessa forma, verificou-se, por exemplo, que a ativagdo de
linfécitos T, a resposta imune inata e também a adaptativa se encontram afetadas por miR-
150-5p, especialmente quando sdo considerados os grupos pacientes versus controles e P1
versus P3. Ainda de acordo com a andlise funcional realizada, os miRNAs miR-150-5p e
miR-126-3p podem afetar os processos de inflamagdo e desenvolvimento da aterosclerose.
Além disso, o desenvolvimento de linhagens celulares eritroides pode estar mais elevado nos
individuos infectados em relag@o aos controles, uma vez que let-7b-5p se encontra diminuido

nos pacientes.

Tabela 6: Biofungdes e doengas associadas aos miRNAs cuja expressdo diferiu entre

pacientes (P1, P2 e P3) e controles ndo infectados



72

(Vdl) SIsA[euy Aemyjed ANnuagul o1emyos op osn o wiod epezijeal [0} [RUOIdUNJ S[RUR

[01g 19D [OJN 010T ‘e 30 oudng -
PN dXH [ 910T ‘T8 10 om0y -
PN dXT [ 9T0T “T& 10 2M0Y _

PooIg 110T “[e 10 ouang -
sy prdr [ 600C “Te 1R 1] .

SOy [SuBIL [10T “Te 30 Aenn
SOII0)0Id O[T “T& 10 OrI]
A3ojoeday 6007 “Te 10 1BS L
SOII0)0Id O[T “T& 10 OrI]
S9Y 199UR)) 600T T8 12 LBUIO, |
A3ojoredoH 6007 “Ie 19 1BS], -

PooIg 10T “[& 10 3N

JO9UQ [0IRWAH [ [10T “Te 32 BAOABIOA OavIddy
PN 218D D) M% MMwﬁﬁMﬂoﬂoﬁ Hwau“wwmm oaviddv
uSerq O ASY Eﬁw ﬂms_mmu ﬁmwmmwww 0av.Iddy
SIJ dunuUIoInY O[T T8 12 19N L oaviadv
SI dunuuroIny O[0g e 19 1oyyny, OQINNINIA
SUQ SOTd 600C “T8 12 NISAISLA oavIady
S9Y 21D STOT e 12 U OQINNINIA
SIQ dUNUIUIOINY Q0T T8 10 1YL 0aviddy
[ gHSVA 910 “[e 10 Sueg
[ IS VA 910T “[8 19 Sueg
SI AUNUIUIOINY Q0T T8 19 1YL 0aviddy
[ gHSVA 910 “[e 10 Sueg OQINNINIA
S9Y 2D S10T “[8 32 UBX OQINNINIA

SIJ dunwuoIny 010 T8 39 1YY oaviddv

SIJ dunuIoINy 010 “Te 19 1YYNL oavidaav

¢ odnIs sauInEg
SEIUIPY

X | odnaS syuwaned x | odnas saudned

T1/000°051 < seronbeyd :¢ odnig sojusroeq
1/000°0S 1> - 000°0S seronbeyd :z odnig sojusroeq
T1/000°0S > seyonberd ;] odni3 sajuaroeg

dg-qz-191 VNQ 2p oueq

dg-qz-191 soprojonu seroNudgord ‘S[99 Op 0JUSUIA]OAUISIJ

dg-q£-191 SOPIONLID S[90 Op SUSTLYUI| P OJUAWIAJOAUISS(

- 0oavIddv dg-q.-19] 1IDpENg Op BWOFUr]

oavigdy - dg-zz1-ymu e S1odif

- dg-zz1-ymu 1019)S9[09 9P 0BILIUIIUO)D)

OAINNINIA - dg-zz1-qmu ewoyedat op "S[90 9p sudSeyul] Ap Ie[N[II 0BIRIYIOI]
- dg-zz1-ymu ewojeday ap “s[90 op suaSeyur ap 9soydody

OdINNINIA - dg-zz[-ymu Jowny 9p asaugsorSuy
- - de-gzy-ymu fdg-0g [y 00130[0)RAY JOOUL)

- - de-gzi-ymu fdg-og [y 0810 9p opdewepyuy

- - dg-gzy-ymu ‘dg-og [-ynu 9501005019}y

- - QWIOWT%E g sowdojuI 9p Owwsmoﬁ?_oﬁﬁ—

- - dg-0g 1=y sonooyul] g-01d op opdisuel],

- oaviady dg-g Ty asdog

- I dg-og -y SIRI[210PUS "S[9J Ap sudFeyur] 9p orderafoid

- - dg-pg [y g SoNdoIUI 9p 0RINPOI]

- OEDZHEAH QWIOWT%E BINJR[MISBAOIIIU BP SIRI[JOPUD "S[DI 9P dpepIIqeaurdd

- OdINNINIA dg-og [y BOI[RJOOUS0JBWIAY BIDLIRQ BP SPRPIIqRauLo

- oaviddy dg-og -y ejeur ounu e)sodsay

- QWIOWT%E BINJE[NISBAOIINU BP SIBI[DIOPUD "S[9I 9P IB[N[3I dPePIIqeIA

- dg-0g [-ymu SIBI[2JOPUD "S[90 9P SUISRYUI| AP JR[N[ID APEPIIQRIA

- OdINNINIA dg-0g [-ymu SIBI[2JOPUD "S[99 9p suddeyur| ap asordody

- 0oavliddyv dg-og [-ymu eaneydepe sunu ejsodsoy

- oaviddy dg-g Ty 1 SOMOQUY 3P 0BIRANY

oL Saned SI[0.[U0) X sRUWIDEJ VNY Sedyudo( no sagdunjorg




73

4.6 Identificacio de vias de sinalizacio associadas aos miRNAs diferencialmente

expressos nos individuos estudados

Os dados de miRNAs diferencialmente expressos permitiram identificar diversas vias
canonicas com relevancia para a resposta imune-inflamatoéria, muitas das quais envolvendo os
mediadores inflamatérios aqui investigados (item 4.4). Para cada comparagdo entre grupos
realizada, foram identificadas vias especificas (Apéndice 3). Como o objetivo do presente
trabalho envolveu o estudo de proteinas inflamatorias e sua influéncia na coagulacdo e
inflamacdo, énfase foi dada a vias de sinalizagdo que pudessem contribuir mais diretamente
para esses processos (Figuras 20 a 22). Na comparagao entre individuos com trombocitopenia
grave (P1) e individuos ndo trombocitopénicos (P3), por exemplo, foi possivel demonstrar
que o conjunto de miRNAs caracterizados possivelmente influencia nas vias de sinalizagdo de
pelo menos trés mediadores inflamatorios aqui estudados, sendo esses IL-6 (Figura 20), 1L.-8
(Figura 21) e IFN. Além disso, os microRNAs investigados também podem influenciar na

sinalizacdo de IL-10, citocina moduladora cujos niveis encontraram-se elevados nos pacientes

(Figura 22).
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Figura 20: Via de sinalizacdo de IL-6. A figura ilustra o papel central de IL-6 na resposta de
fase aguda e inflamagdo. Todos os componentes da via em rosa sdo diretamente influenciados
pelo conjunto de miRNAs estudados. Os componentes acompanhados de seta vermelha estio

positivamente regulados, enquanto aqueles com seta verde estdo negativamente regulados
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Figura 21: Via de sinalizag@o de IL-8. a) Representagdo dos efeitos de IL-8 nos processos de

aumento da permeabilidade vascular, recrutamento de leucdcitos para o sitio de inflamagdo e
angiogénese. b) Efeitos da sinalizagdo de IL-8, com destaque para o seu papel na inflamagao.

Todos os componentes da via em rosa sdo diretamente influenciados pelo conjunto de

miRNAs estudados. Os componentes acompanhados de seta vermelha estdo positivamente

regulados
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Figura 22: Via de sinaliza¢do de IL-10. Tendo em vista o papel de IL-10 em limitar a
resposta inflamatoria, sua via de sinaliza¢do culmina na inibi¢do de genes pré-inflamatorios,
tais como /L-1 ¢ TNF. Todos os componentes da via em rosa sdo diretamente influenciados
pelo conjunto de miRNAs estudados. Para essa via, ndo foi possivel definir a regulagdo

(positiva ou negativa) dos componentes
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Os resultados deste trabalho reforgam e complementam o complexo papel das
plaquetas e sua relagdo com a inflamagao frente a malaria por P. vivax. De forma pioneira, foi
demonstrado que a variabilidade genética de componentes associados ao inflamassoma pode
contribuir para a patogénese da infec¢do por essa espécie de Plasmodium, com destaque para
a associacdo de NLRP1 a queda dos niveis plaquetarios. Mutagdes que levam a um ganho de
funcdo em NLRP1 estdo associadas ao aumento da ativagdo do inflamassoma e, por
consequéncia, a exacerbagdo da resposta inflamatoria (Zhong ef al., 2016). Até o momento, 0s
estudos em maldria e inflamassoma tém auxiliado no entendimento do papel de NLRP3
durante a infecg¢do (Strangward et al., 2018; Yu et al., 2018). No entanto, sabe-se que a
ativacdo de NLRP1 ¢ importante para o controle da densidade parasitéria e para a resisténcia a
outros protozoarios como, por exemplo, Toxoplasma gondii (Zamboni e Lima-Junior, 2015),
parasito intracelular obrigatério que também pertence ao filo Apicomplexa. Além disso,
achados recentes sugerem associagdo entre polimorfismos de NLRP1 e manifesta¢des graves
da doenca de Chagas (Clipman et al., 2018), o que ressalta o potencial desse receptor como

importante componente da inflamacgéo em doengas infectoparasitarias.

Apesar de ter sido o primeiro membro da familia NLRP a ser descrito, dados a
respeito de padrdes moleculares capazes de ativar NLRP1 ainda sdo limitados. De fato, a
maior parte dos trabalhos em inflamassoma se dedica ao estudo de NLRP3 e, portanto, esse
receptor tem papel mais bem estabelecido no contexto da inflamagdo (Cypryk et al., 2018).
Consequentemente, até o momento, é possivel apenas especular os mecanismos pelos quais a
ativagdo de NLRP1 pode contribuir para a trombocitopenia na malaria causada por P. vivax.
Tendo em vista que NLRP1 pode ser ativado por proteases que induzem a clivagem do seu
dominio N-terminal, acredita-se que espécies de Plasmodium possam apresentar proteases
capazes de ativar NLRP1 (Hayward ef al., 2018). Sendo assim, o presente trabalho abre novas
possibilidades de investigacdo, sobretudo a respeito da relagdo entre NLRP1, inflamagéo e

plaquetas na malaria por P. vivax.

Ainda sobre o papel da variabilidade genética do hospedeiro frente a infec¢éo por P.
vivax, foi possivel demonstrar que um polimorfismo do receptor plaquetario para vWF, a
glicoproteina GPIba, parece estar associado a anemia induzida por P. vivax. A glicoproteina
de superficie GPIba ¢ responsdvel pela adesdo inicial das plaquetas a parede vascular
lesionada, mediada por sua interacdo com vWF, que leva a ativagdo plaquetaria (Annarapu et
al., 2016). Estudos in vivo demonstram que o recrutamento de leucdcitos para o sitio de lesdo

endotelial é favorecido pela interagdo de GPIba e a integrina leucocitaria Mac-1, processo
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capaz de amplificar a formacdo de trombo e a resposta pro-inflamatéria (Wang, Y. ef al.,
2017). Em decorréncia disso, o polimorfismo de ganho de fungdo do receptor plaquetario
GPIba estudado poderia estar relacionado a um aumento da inflamacdo e a manifestagdes

clinicas da malaria por P. vivax.

De fato, na maldaria por P. falciparum, o endotélio ativado libera longos multimeros de
vWF, os quais podem permanecer aderidos e se ligar rapidamente as plaquetas. Assim,
eritrocitos infectados por P. falciparum se aderem as plaquetas, que formam uma ponte entre
as células infectadas e o endotélio, podendo dificultar o fluxo sanguineo e levar a anemia
caracteristica da infec¢do (Bridges ef al., 2010). Adicionalmente, o vVWF em sua forma ativa,
apresentando alta afinidade por plaquetas, estd relacionado a ativacdo da cascata do
complemento (Feng ef al., 2015). Na maldria por P. falciparum, demonstrou-se que a ativagao
do complemento estd associada a hemofagocitose, podendo levar a anemia nos pacientes
infectados (Dasari et al., 2014). Os resultados aqui encontrados refor¢am esses achados
anteriores, pois sugerem que a maior atividade de vVWF nos portadores do alelo C para o
polimorfismo de GPIba (T-5C) poderia contribuir para a anemia, em um mecanismo
dependente do complemento. Sendo assim, o polimorfismo no gene de GPIba aparenta ser, de
fato, um componente que pode promover o aumento da inflama¢do ¢ morbidade na malaria
por P. vivax. No entanto, estudos envolvendo um maior nimero de individuos — incluindo
pacientes com anemia grave — sdo necessarios, a fim de confirmar se maiores niveis de vWF,
que ¢ um biomarcador de lesdo endotelial e inflamacdo, poderiam explicar parte da anemia

induzida pela infecgdo por P. vivax.

Em conjunto, os resultados apresentados vém complementar o trabalho pioneiro que
mostrou — em individuos infectados por P. vivax — a associacdo de um polimorfismo da
integrina a2PB1 de plaquetas a um aumento substancial na chance do desenvolvimento de

trombocitopenia grave (Campos ef al., 2013).

A despeito dos varios estudos que investigaram os niveis de fatores soluveis — como
citocinas e quimiocinas — durante a infec¢do malérica, ainda ndo ha um consenso sobre o
perfil desses mediadores e sua relagdo com as manifestagdes clinicas na malaria por P. vivax
(Hojo-Souza et al., 2017). No presente trabalho, além de ampliar o numero de mediadores
investigados, buscou-se utilizar ferramentas de bioinformatica que permitissem analisar com
mais detalhes a relacdo entre as proteinas inflamatorias e a morbidade na infeccdo por P.

vivax, particularmente no que se refere a trombocitopenia, manifestacdo frequente da doenca.
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Nesse sentido, realizou-se a dosagem de 45 proteinas, das quais 11 apresentaram-se
significativamente aumentadas nos individuos infectados. Entre essas, encontram-se tanto
mediadores pro-inflamatorios, como IP-10, IFN-y, IL-6, MCP-1, MIP-1 B e MIP-1 a, quanto
anti-inflamatorios, como é o caso de IL-10 e IL-1RA. Um perfil similar de mediadores —
incluindo a coexisténcia de proteinas pré e anti-inflamatdrias — foi recentemente descrito para
uma doenga viral caracterizada por trombocitopenia (Severe fever with thrombocytopenia
syndrome — SFTS) (Hu et al., 2018). De maneira geral, os resultados reforcam a importancia
do equilibrio desses mediadores para a manuten¢do da homeostase, uma vez que a presenca
de elevados niveis de proteinas pr6 e anti-inflamatdrias pode resultar na chamada “sindrome
da paralisia imune”, possivelmente associada aos casos mais graves e 6bitos por SFTS (Hu et
al., 2018). Embora o estudo aqui apresentado ndo tenha envolvido pacientes com malaria
grave, ¢ possivel que fenomeno semelhante a “sindrome da paralisia imune” também seja
relevante na maldria por P. vivax, contribuindo para a maior frequéncia de infecgdes
secundarias que podem estar associadas aos quadros de pior progndstico (Anstey ef al., 2009).
Devido a importancia dos resultados, estudos futuros que incluam pacientes com malaria

grave por P. vivax sdo necessarios.

O unico mediador inflamatdrio que se mostrou diminuido nos pacientes em relagéo
aos controles foi RANTES. De interesse, essa quimiocina é abundante nas plaquetas e
liberada em decorréncia da ativagdo desses fragmentos celulares (Kameyoshi et al., 1992).
Nesse contexto, um estudo mais recente demonstrou que RANTES liberada por plaquetas
ativadas se liga ao seu receptor em megacaridcitos e induz a formacdo de novas plaquetas, em
um processo de retroalimentacdo positiva (Machlus ef al., 2016). Tendo em vista que a
trombocitopenia € comumente observada na maldria e que a maior parte dos pacientes
estudados possui baixos niveis plaquetarios, é de se esperar que esse mediador inflamatério
esteja mais elevado nos controles que nos individuos infectados por P. vivax. No entanto, na
populagdo estudada, ndo foi verificada correlagdo estatisticamente significativa entre os niveis

de RANTES e a contagem de plaquetas (dados ndo mostrados).

Ao todo, 14 mediadores inflamatdrios se mostraram associados aos niveis plaquetarios
dos pacientes. Observou-se que o aumento dessas proteinas foi acompanhado pela diminui¢io
do nimero de plaquetas circulantes, reiterando a relagdo existente entre plaquetas e a resposta
inflamatoria decorrente da infec¢do. Entre os mediadores observados, SDF-10/CXCL12a,
VEGF-A e IL-18 mostraram-se associados a duas das principais altera¢cdes hematologicas da

maldria por P. vivax: redugdo dos niveis de hemoglobina (anemia) e da contagem de plaquetas
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(trombocitopenia). As plaquetas ativadas sdo a maior fonte de SDF-1a que, por sua vez, ¢
liberada em decorréncia da adesdo de plaquetas a matriz subendotelial, em locais de dano
vascular (Chatterjee e Gawaz, 2013). Ademais, essa quimiocina induz a agregacdo de
plaquetas ativadas, capazes de liberar ainda mais SDF-1la, podendo intensificar o quadro
inflamatorio e o desenvolvimento de complicagdes de ordem hematoldgica. VEGF, cuja
funcdo de aumentar a permeabilidade vascular foi previamente descrita, também ¢ liberado
por plaquetas, sendo que na malaria por P. falciparum a ativagdo plaquetaria parece associada
aos niveis desse mediador (Brouwers et al., 2014). Recentemente, foi mostrado que as
plaquetas humanas também contém transcritos para IL-18. Além disso, a ativagdo plaquetéria
pode contribuir para as concentragdes dessa citocina no plasma (Allam et al, 2017). Em
resumo, os resultados sugerem que a atividade das plaquetas é capaz de modular
determinados mediadores inflamatoérios e, por consequéncia, auxiliar no desenvolvimento de

complica¢des hematologicas durante a infecgéo.

Na malaria, a trombocitopenia comumente observada parece ser compensada por um
maior volume médio das plaquetas circulantes, como forma de preservar a homeostase e
prevenir o sangramento (Coelho ef al., 2013). Esse fenomeno também foi visto na populacio
estudada e refletiu, ainda, nos valores das citocinas IFN-y e IL-1RA. IFN-y, que possui papel
determinante no desenvolvimento da malaria cerebral experimental (Villegas-Mendez ef al.,
2017), e IL-1RA, que apresenta carater modulador, tiveram seus niveis elevados em
individuos com baixos niveis plaquetarios. De forma oposta, esses mediadores foram
positivamente correlacionados com o aumento do volume médio das plaquetas, parametro

indicativo de ativacdo desses fragmentos celulares, em pacientes infectados por P. vivax.

A interagdo de plaquetas ativadas e leucocitos tem papel importante em processos
inflamatorios, inclusive na maléria (Boeltz ef al., 2017). Nesse contexto, os resultados aqui
apresentados reforcam esses achados ao demonstrar que a quimiocina eotaxina/CCL11 e o
fator de crescimento HGF se correlacionaram positivamente ao numero de leucocitos dos
pacientes. A eotaxina, cujo papel no recrutamento e ativacdo de eosinofilos € bem
caracterizado, tem sido cada vez mais relacionada a outros aspectos da inflamagdo, podendo
inclusive afetar células da vasculatura (Raghuraman et al., 2017). No que diz respeito ao fator
de crescimento de hepatocito, um estudo classico de invasdo de hepatocitos por Plasmodium
berghei demonstrou que HGF ¢é liberado durante a migragdo de esporozoitos no figado e ¢
essencial para o estabelecimento da infec¢do nesse orgdo (Carrolo et al, 2003).

Considerando-se os pacientes envolvidos no presente trabalho, o aumento de HGF se mostrou
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associado a elevagdo da parasitemia, sugerindo que esse fator também poderia auxiliar o
desenvolvimento do parasito nas fases seguintes de seu ciclo. Além disso, o aumento da
parasitemia se correlacionou com a diminui¢do das plaquetas. Essa observacdo esta de acordo
com achados recentes da literatura, de que plaquetas sdo capazes de controlar a parasitemia na
infeccdo maldrica, sendo o fendmeno mais pronunciado durante a infec¢do por P. vivax (Kho

etal.,2018).

Em vista do complexo papel desempenhado pelas plaquetas na infec¢do, evidenciado
pelas diversas associagdes com proteinas inflamatorias, foram realizadas andlises de
agrupamento hierdrquico que permitiram identificar mediadores capazes de diferenciar
subgrupos de pacientes, classificados de acordo com seus niveis plaquetarios. Os resultados
obtidos sugerem que, de maneira geral, pacientes trombocitopénicos apresentam um perfil
caracterizado tanto pelo aumento dos niveis de mediadores pré-inflamatorios, como de anti-
inflamatorios. Em contrapartida, pacientes ndo trombocitopénicos e individuos ndo infectados
tendem a se agrupar e apresentar niveis reduzidos dessas proteinas. Dessa forma, esses
achados estdo de acordo com a hipotese de que elevadas concentragdes plasmadticas de
determinados mediadores pré e anti-inflamatdrios podem comprometer a homeostase e levar a
complica¢des clinicas na malaria por P. vivax. Adicionalmente, o presente trabalho
identificou um grupo de mediadores que estdo possivelmente mais associados a esse

fendmeno.

Estudos recentes tém sugerido que a razéo IFN-y/IL-10 poderia ser utilizada como um
biomarcador de maléria grave por P. vivax, com um prognostico de evolugdo para 6bito (Cruz
et al., 2018). No presente estudo, essa relagdo com maior morbidade da malaria por P. vivax
ndo pode ser comprovada. Pelo menos dois fatores, ndo mutuamente exclusivos, podem ter
contribuido para a discrepancia de resultados. Primeiro, a populacdo aqui estudada ndo
envolveu pacientes com maldria grave, os quais foram avaliados por Cruz e colaboradores
(2018). A segunda possibilidade seria a de que as diferentes metodologias empregadas para
dosagem das citocinas em cada um dos estudos podem ter influenciado nos resultados, visto

que o desempenho dos ensaios ndo € equivalente (Moncunill ez al., 2013).

Os dados aqui encontrados, demonstrando a presenca concomitante de altas
concentragdes plasmaticas de IFN-y e IL-10 na infec¢do por P. vivax, estdo de acordo com
achados em maldria por P. falciparum (Mooney et al., 2018), que também foram obtidos a

partir de ensaio baseado na tecnologia Luminex. Os autores sugeriram, ainda, que a hemolise
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persistente observada na maldria, mesmo em infec¢des subclinicas, pode ser parcialmente
explicada pelas elevadas concentragdes de IL-10, que levam a liberacdo da enzima heme
oxigenase-1, tornando o paciente mais susceptivel a infec¢des secundarias (Mooney et al.,
2018). No grupo de pacientes aqui estudados, a auséncia de individuos com anemia grave
pode ter mascarado uma possivel associagdo entre niveis de IL-10 e anemia. Ndo obstante,
elevados niveis de IFN-y e IL-10 foram associados a um fendtipo de trombocitopenia grave.
Além disso, a reducgdo nos niveis de IL-10 foi mais acentuada que a diminui¢do de IFN-y, a
medida que se observou o aumento do nimero de plaquetas; o que explicaria a maior razao

IFN-y/IL-10 em pacientes ndo trombocitopénicos.

Diversos processos bioldgicos, incluindo a producdo de citocinas e regulagdo da
resposta imune-inflamatoria, podem sofrer influéncia de miRNAs (Garavelli et al., 2018). As
plaquetas e as microvesiculas liberadas pelas mesmas sdo importantes fontes de miRNAs, os
quais podem circular pela corrente sanguinea de forma estavel. Além de carreadas por
microvesiculas, as moléculas de miRNA plasmaticas podem estar ligadas a proteinas, ou
mesmo associadas a HDL (high density lipoprotein) (Pordzik et al., 2018). Em especial,
Arroyo e colaboradores demonstraram a presenga, no plasma, de miRNAs livres de vesiculas
e ligados a Ago2 (4Argonaute?), proteina efetora chave no silenciamento mediado por miRNA
(Arroyo et al., 2011). Devido ao amplo potencial biologico das moléculas de miRNA
circulantes, aliado ao crescente uso das mesmas como poderosos biomarcadores de varias
doengas (Huang, 2017; Vishnoi e Rani, 2017), buscou-se caracterizar o perfil de miRNAs
plasmaticos na malaria por P. vivax. Ao todo, seis miRNAs (miR-520f-3p; miR-4454+7975;
miR-150-5p; let-7b-5p; miR-122-5p ¢ miR-126-3p) foram diferencialmente expressos em
pelo menos um dos subgrupos estudados, incluindo pacientes com diferentes niveis
plaquetarios e controles saudaveis. De grande importancia, os miRNAs identificados estdo
relacionados a diferentes processos bioldgicos, incluindo a diferenciagdo de células
sanguineas. Assim, miRNAs da familia let-7, como let-7b-5p, estdo envolvidos na regulacéo
da hematopoiese (Lee ef al., 2016; Rowe et al., 2016). Por outro lado, os miRNAs
investigados também tém sido associados a processos patologicos relevantes, que incluem
doengas autoinflamatorias (Amarilyo et al., 2018) e mecanismos de morte celular (Nakamura
et al., 2016). Em pacientes com osteoartrite, por exemplo, o aumento da expressdo de miR-
4454 foi indicativo de gravidade, promovendo inflamacdo e destruicdo de células da

cartilagem (Nakamura et al., 2016).
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Entre os miRNAs diferencialmente expressos, destaca-se o miR-150-5p, cuja funcéo
em tipos diversos de cancer, bem como na hematopoiese normal e patoldgica, tem sido
bastante explorada (He et al., 2014; Jin et al., 2019). Essa dualidade de atuacdo dos miRNAs,
como ¢ o caso de miR-150-5p que atua tanto em processos fisioldgicos como patologicos,
pode explicar, em parte, os resultados aqui observados. De fato, os niveis plasméaticos de miR-
150-5p se encontraram diminuidos nos pacientes infectados por P. vivax — quando
comparados aos controles — porém se mostraram aumentados nos pacientes com
trombocitopenia grave. Em vista da complexidade de agdo desse miRNA, que aparenta estar
regulado de formas distintas em processos relevantes para a malédria, como a cascata de
coagulagdo e resposta imune, ndo € possivel, neste momento, estabelecer relacdes de causa e
efeito. O diversificado papel de miR-150-5p pode ser ilustrado pela sua capacidade de
influenciar multiplos tipos celulares, que incluem células endoteliais (Fang et al., 2016),
células T CD8 de memoria (Chen et al., 2017), linfécitos B (Tufekeci et al., 2010) e

megacariocitos (Lu et al., 2008).

Um trabalho recente envolvendo camundongos com sepse demonstrou que miRNAs,
incluindo alguns aqui identificados (miR-150-5p, miR-126-3p e miR-122-5p), estavam
altamente expressos em microvesiculas circulantes (Xu ef al., 2018). Os autores reportaram
ainda que células do sistema imune, quando estimuladas com essas microvesiculas,
apresentaram aumento na produg¢éo de citocinas pro-inflamatdrias, como a IL-6. Dessa forma,
esses achados reforcam o trabalho previamente desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisas,
onde foi possivel demonstrar que elevados niveis plasmaticos de microparticulas circulantes,
de origem plaquetaria ou leucocitaria, estavam associados as manifestagdes clinicas da
maldria por P. vivax (Campos et al., 2010). Portanto, ndo se pode descartar a hipotese de que
os miRNAs diferencialmente expressos nos pacientes com trombocitopenia grave sejam
transportados por vesiculas e, consequentemente, contribuam para a amplificagdo da
inflamacdo associada a malaria por P. vivax. Em particular, miR-126-3p representa um dos
mais abundantes miRNAs em plaquetas e em suas microvesiculas, além de estar associado a

ativagdo plaquetéria (Pordzik et al., 2018).

Diante da complexidade de interagdes existentes entre os miRNAs investigados e
processos associados ao desenvolvimento da infeccdo, buscou-se identificar vias de
sinalizacdo diretamente influenciadas por essas moléculas. Entre as muitas vias identificadas,
corroborando os resultados obtidos para citocinas, os processos de sinalizagdo de IL-6 e IL-8

se mostraram ativos na comparagdo entre pacientes com trombocitopenia grave e sem
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trombocitopenia. IL-6 ¢ produzida em resposta a infecgdes e lesdes teciduais, contribuindo
para a defesa do hospedeiro por meio da estimulagdo de resposta de fase aguda. Apesar de sua
expressdo ser rigorosamente controlada por mecanismos transcricionais e pds-transcricionais,
a sintese continua de IL-6 pode levar a efeitos patologicos relacionados a inflamagéo. Sendo
assim, o processo de sinaliza¢do de IL-6 induz a producéo de proteinas de fase aguda, como a
proteina C-reativa (CRP), além do aumento de VEGF capaz de promover angiogénese e
permeabilidade vascular (Tanaka et al., 2015). De forma complementar, IL-8 representa um
importante mediador pré-inflamatoério, responsavel pelo recrutamento de linfécitos,
macrofagos e neutrdfilos (Chen ef al., 2018). A sinalizacdo de IL-8 e seus efeitos sobre a
angiogénese, permeabilidade vascular e inflamagdo sdo mediados pela interagdo dessa

quimiocina com seus receptores CXCR1 e CXCR2 (Ha ef al., 2017).

Além das vias de IL-6 e IL-8, a sinaliza¢do de IL.-10, que apresenta fun¢o reguladora
nos processos inflamatdrios, foi importante na comparagdo entre pacientes e individuos
saudaveis. Dessa forma, sabendo-se que o conjunto de miRNAs do hospedeiro ¢ capaz de
modular vias de sinalizacdo importantes para a malaria por P. vivax, este trabalho apresenta
novas possibilidades de estudo no campo da patogenia, inclusive com a identificacdo de

possiveis alvos terapéuticos para o controle da morbidade associada a infec¢éo.
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Na populagao de estudo, os resultados alcangados permitiram concluir que:

A variabilidade genética de componentes associados ao inflamassoma, particularmente
NLRP1, contribui para alteragdes hematoldgicas comumente observadas na infeccéo e,

portanto, para a patogénese da malaria por P. vivax;

O polimorfismo genético do receptor plaquetario para o fator de von Willebrand
(GPIba) tem influéncia na anemia causada por P. vivax, possivelmente por

mecanismo envolvendo a forma ativa de vWF no plasma de pacientes;

A maléria ndo complicada por P. vivax é caracterizada pelo aumento significativo na
concentracdo plasmética de mediadores préd e anti-inflamatdrios, indicando

comprometimento da homeostase;

MicroRNAs de importancia clinica, tais como miR-520f-3p, miR-4454+7975, miR-
150-5p, let-7b-5p, miR-122-5p e miR-126-3p, encontram-se diferencialmente
expressos no plasma de pacientes com maléria por P. vivax, podendo ser indicativos

de comprometimento da cascata de coagulagdo-inflamagao;

Os niveis dos microRNAs diferencialmente expressos podem influenciar importantes
vias de sinalizag@o relacionadas a resposta imune-inflamatdria na maldria por P. vivax

e, portanto, contribuir para a patogénese da infecgao.
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Recent reports showed that, in mice, symptomatic Plasmodium infection triggers NLRP3/NLRP12-dependent
inflammasome formation and caspase-1 activation in monocytes. In humans, few works demonstrated that
inflammasome is activated in malaria. As Plasmodium vivax is a potent inducer of inflammatory response we
hypothesised that inflammasome genetics might affect P. vivax malaria clinical presentation. For this purpose, se-
lected SNPs in inflammasome genes were analysed among patients with symptomatic P. vivax malaria.

157 Brazilian Amazon patients with P. vivax malaria were genotyped for 10 single nucleotide polymorphisms

:;:vm:;‘:m“ (SMPs) in inflammasome genes NLRP1, NLRFP3, AIM2, CARDS, IL1B, IL18 and MEFV. Effect of SNPs on hematologic
NLRI'1 and clinical parameters was analysed by multivariate analysis.
NLRP3 Our data suggested an important role of NLRP1 inflammasome receptor in shaping the clinical presentation of
LB P.vivax malaria, in term of presence of fever, anaemia and thrombocytopenia. Moreover IL1B rs1143634 resulted
iLig significantly associated to patients’ parasitaemia, while IL18 rs5744256 plays a protective role against the devel-
P vivax opment of anaemia.
Makria Polymorphisms in inflammasome genes could affect one or other aspects of malaria pathogenesis. Moreover,
these data reveal novel aspects of P. vivax/host interaction that involved NLRP1-inflammasome.

© 2016 Elsevier BV. All rights reserved.

1. Background recruits the adaptor protein ASC and the cysteine-aspartic protease

Malarna remains a major public health problem worldwide, with 3.2
billion people at risk of being infected and developing the disease
(WHO, 2015). Among the five Plasmodium species that cause malaria
in humans, Plasmodium falciparum has been considered the main
cause of severe and fatal disease, while P. vivax is a major cause of mor-
bidity outside Africa and has also been assodated with clinical severity
and systemic inflammation (Barber et al., 2015).

A central mechanism for inflammation induction is the secretion of
pro-inflammatory cytokines IL-1B e IL-18 from inpate immune cells.
IL-1R e IL-18 liberation depends on the activation of a cytoplasmic com-
plex, known as inflammasome. Several intracellular Pattern Recognition
Receptors (PRRs) belonging to NLR family (i.e.: NLRP1, NLRP3, NLRP12)
and to other protein families (i.e.: AIM2 or pyrin/MEFV), are able to in-
duce the inflammasome assembling in response to pathogen-assodated
molecular pattemns (PAMPs) and danger-associated molecular patterns
(DAMPs). Upon recognition of PAMPs and/or DAMPs, the receptor

* Corresponding author at: Laboratério de | ética, Depart o de
Imunologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas, Avenida Prof. Lineu Prestes, 1730, Cidade
Universitiria, 3o Paulo, SP, Brazil.

E-mail address: alepontillo@usp.br (A Pontillo).

httpy//dx.doi.org/10.1016/jmeegid 2016.02.038
1567-1348/0 2016 Elsevier BV. All rights reserved

caspase-1, which is responsible for the processing of pro-IL-18 and
pro-IL-18 (Man and Kanneganti, 2015).

Recent reports showed that, in mice, symptomatic Plasmodium in-
fection triggers NLRP3/NLRP12-dependent inflammasome formation
and caspase-1 activation in monocytes, leading to dramatic IL-18 secre-
tion especially when exposed to a second microbial challenge ( Ataide
et al., 2014). Furthermore hemozoin and DNA activated inflammasome
through NLRP3 and AIM2 receptors respectively, in murine infected
erythrocytes (Kalantar et al,, 2014).

In humans, few works demonstrated that inflammasome is activat-
ed in malaria. In P. falciparum, for example, the opsonization of
malaria-infected erythrocytes activates the inflammasome and leads
to FcR-mediated phagocytosis in macrophages (Zhou et al., 2012). On
the other hand, the presence of inflammasome complexes was demon-
strated in monocytes from malaria patients containing either NLRP3 or
NLRP12 inflammasomes (Ataide et al., 2014).

Although multiple studies have revealed that malaria has been a
major force of evolutionary selection on the human genome (reviewed
in (Malaria Genomic Epidemiology, 2014) little is currently known
about the effects of malaria on the evolution of the human immune
genes, possibly because the phenotypic consequences are more subtle
than those of the classic erythrocyte variants (Kwiatkowski, 2005).
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Table 1
Demographic, dinical and haematological data of Brazilian Amazon patients with P. vivax
malaria.

CHARACTERISTICS

Median age, years 34 (25-80)

Male/female, n 122735

Previous malaria Episudeﬁ n 15 (1-40)

Days of acute illness, n 5(3-7)

Presence of fever, yes/no 134723

Parasitaemia, parasites/ul of blood 1117 (607.5-8238)

Leukocyte counts, « 107l 54 (4.4-1458)

Haematocrit, ¥ 388 (356-50.6)

Haemoglobin level, g/dL Male: 132 (12.1-169); Female: 123
(113-15.2)

Anaemia”, yes/no Male: 52/70; Female:12/23

Platelet counts, = 10%/ul 95 (62-260)

Thrombocytopenia?, yes/no 23/134

Total score, high/low 93/64

Data are reported as median (interquartile range) except where otherwise specified.
% Self-reported number of lifetime malaria episodes,

¥ Anaemia: haemoglobin <13 g/dL (Male) and <12 g/dL (Female),

! Thrombocytopenia: platelet counts <50 = 10°ul.

Notwithstanding, the last few years have seen a rapid growth in the num-
ber of reported genetic associations with susceptibility and resistance to
dinical malaria, many of which involve immunity and inflammation. In
this context, genetic variants in host innate immune genes (ie, CRP,
MBL2, NOS2, IFNAR1) and adhesion molecules (THBST and ESEL) have
been described as predisposing factors for the outcome of P. falciparum ma-
laria (Kanchan et al, 2015a, 2015b), while antioxidant enzymes (ie.: GSTT,
GSTM, GSTP, S0D, CAT) were evaluated as risk factors for P. vivax malaria
(Andrade et al, 2010; Fernandes et al, 2015).

As P.vivax is a potent inducer of inflammatory response (reviewed in
(Anstey et al, 2009) we hypothesised that inflammasome genetics
might affect P. vivax malaria clinical presentation. To our knowledge,
infammasome genes have not yet been evaluated in malaria. For this
purpose, selected single nucleotide polymorphisms (SNPs) in
inflammasome genes were analysed among Brazilian Amazon patients
with symptomatic P. vivax malaria.

2. Material and methods
2.1, Subjects

A total of 157 patients with P. vivax malaria (122 males/35 females)
were recruited for the study after written informed consent, as specified
by the Brazilian National Commission for Ethics on Research ( Protocol
CEPSH/CPqRR/03/2008). Antimalarial and supportive therapies were
given according to standard protocols. The study included patients
with symptomatic P. vivax malaria, and all volunteers were negative
for P. falciparum and/or P. malariae by the means of microscopy and po-
lymerase chain reaction (PCR). Qlinical and demographical data were
acquired through a standardized questionnaire, and the haematological
profiles were assessed by automated complete blood cell counts carried
out at local health fadlities. Table 1 summarizes demographic, epidemio-
logical, parasitological and haematological data of P. vivax infected-
volunteers. For statistical purposes, we used a previously validated
semi-quantitative clinical assessment to enable numerical comparisons
(Campos et al., 2013). Briefly, scores of 0 or 1 were assigned to clinical
and hematologic parameters reported as absent (or within reference
ranges) or present (or outside reference ranges), respectively; the sum
of scores provided patient's final clinical score (scores range from 0 to
7). We grouped 0-3 score as "low™ and 4-7 as “high" total clinical score.

2.2 Single nucleotide polymorphisms selection and genotyping

10 SNPs in inflammasome genes NLRP1, NLRP3, MEFV, CARDS, IL1B,
and IL18 were selected based on functional effect, minor allele

frequency (MAF) and/or previously reported association with human
disorders (Levandowski et al., 2013; Verma et al, 2012) (Frayling
et al, 2007; Hitomi et al., 2009; Pontillo et al., 2011, 2012a, 2012b,
2013). SNPs genotyping was performed using commerdally available
TagMan assays (Applied Biosystems/AB) using StepOne Real-Time plat-
form ( AB). Allelic discrimination was performed using the StepOne soft-
ware (AB).

2.3. Data analysis

Effect of SNPs on hematologic and clinical parameters, including
haematocrit, haemoglobin, leukocyte and platelet levels, parasitaemia,
fever, presence of severe thrombocytopenia and anaemia as well as
the total dlinical score was analysed by multivariate association based

Table 2
Frequency of studied polymorphisms in Brazlian Amazon whort of patients with P2 vivee malania
Gene SNPID Conores  Freauensy  H-Wp-vatve
NLRPT 512150220 A 041 0.185
T 0.59
AlA 038
AT 043
T 019
rs11651270 C 048 0247
T 052
cic 025
T 045
T 0.30
rs26G70660 A 0.46 0743
G 054
AfA 0.28
AlG 052
GG 0.20
NLRP3 rs35829419 A 0.02 1.0
C 098
AlA o
NC 003
G 0.97
rs10754558 C 062 0.862
G 038
cic 039
G 0.46
GG 0.15
MEFV 15224204 A 012 1.0
G 0.88
AlA a
AlG 024
Gl 076
CARDE 152043211 A 070 0.556
T 030
AIA 050
AT 040
T 0.10
156509365 A 063 0303
G 037
AlA 037
AlG 051
GG 012
LB 151143634 A 0.22 0218
G 078
AlA 0.06
AlG 030
Gc o064
L8 155744256 A 0.83 0.767
G 0.7
AjA 0.69
AlG 029
G/G 0.02

Gene symbol, Single nucleotide polymorphism ( SNP) identification (ID), allde and geno-
type frequencies and p-value for Hardy-Weinberg (H-W) equilibrium test are reported.
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Table 3

Association results for polymorphisns ininflmmasome genes and dinical presentation in P. vivax malaria patients,

Gene SNP ID Fever (Yes/No)  PRS (Log) WBC(Log) HTC(Log) HB(log) Anaemia(Yes/No) Platelets(njul) TCP(Yes/No) Severity (High/Low)
NIRPI  rs12150220 0019 0.897 0243 0081 0.169 0,291 4.5 exp-4 0,189 0.001
rs2670660 0174 0262 0172 0.099 0,103 0.027 0324 0,008 0.024
rs11651270 0030 0402 0800 0320 0590 0272 0642 0.672 0.164
NLRP3  rs35829419 0108 0.468 0083 0559 0.730 0.634 0308 0.369 0.812
rs10754558 0708 0.063 0616 0242 0,997 0,542 0620 0.254 0.958
MEFV  rs224204 0379 0344 0500 0343 037 0.059 0378 0.056 0.935
CARDE  rs2043211 0.092 0195 0928 0.149 0136 0.056 029 0.025 0.121
rs6509365 0.030 0175 0202 0419 0.756 0.594 0377 0308 0.522
L8 rs1143634 0.295 52exp-4 0303 0387 0339 0.260 0519 0161 0.499
s rs5744256 0200 0515 0348 0.004 2exp-4 0082 0929 0.249 0.810

p-values (adjusted for sex, age and number of malaria episodes ) according to general linear model (GLM ) analysis are reported for studied SNPs and dinical variables as well as for malaria
severity (based on “total score”). p-values <0.05 are underlined: p-values <0.005 are in bold characters.
SNP ID: Single nucleotide polymorphism identification number; PRS: parasitaemia; WBC: white blood cells (leukocytes): HB: haemoglobin level: HTC: haematocrit; TCP:

thrombocytopenia

on general linear model (GLM) adjusted for variables (sex, age, number
of malaria episodes) using R-project package “SNP-assoc” version 1.5-2
(Gonzalez et al., 2007 ). The Haploview software (Barrett, 2009) was
used to investigate the association and linkage disequilibrium (LD) pat-
tern and for deriving the haplotypes. A multiple testing correction
(Bonferroni) would require a significance threshold of p = 0.005.

3. Results

The frequency of studied polymorphisms in our patients is reported
in Table 2. The distribution of genotypes was consistent with Hardy-
Weinberg equilibrium for all SNPs (Table 2 ). Multivariate analysis re-
sults are summarized in Table 3.

Polymorphisms in candidate genes, such as NLRP3 and MEFV, previ-
ously shown as important players in malaria (Dutra et al, 2014;
Fumagalli et al,, 2009; Kalantari et al,, 2014), was not associated to ma-
laria presentation in our cohort (Table 3).

Un-expectantly, SNPs in NLRPI resulted differently distributed in
P. vivax malaria patients according to several clinical parameters
(fever, anaemia, platelets counts and thrombocytopenia) (Table 3).

It was possible to observe asignificant lower level of platelets in pa-
tients harbouring the minor allele T of the rs12150220 (A/T + T/T:
4.92 n/uL vs A/A: 5.02 njul; p.g = 4.5 exp.-4) (Table 4).

Table 4
Detailed results for significandy associated NLRPT SNPs.

When total clinical score was taken in account (“high” versus “low"),
NLRP1 rs12150220 appeared to be significantly more frequent in indi-
viduals with a high clinical score (0.73) compared to a low one (0.55)
(Pag = 0.001; OR,; = 3.89) (Table 4).

These findings suggest the contribution of missense variation NLRP1
rs12150220 (L155H) in severity of P. vivax malaria.

We would like to briefly mention other association results with
p < 0.05, even if they did not pass Bonferroni correction, maybe due to
the limited size of analysed cohort, as in our opinion corroborate fully
statistically significant data. NLRP1 rs1215022 and rs11651270 SNPs
are more frequent in patients with fever (n = 134) versus individuals
reporting no fever episodes (n = 23) (pay; = 0.019 and OR, 4 = 4.68;
and p.g; = 0.030 and OR,y; = 7.74, respectively) (Supplementary File
1). Moreover NLRPI promoter variant rs2670660 resulted more fre-
quent in anaemic patients (p,4 = 0.027; OR 4 = 2.67) as well asin in-
dividuals with thrombocytopenia (p.; = 0008; OR,y = 4.54)
(Supplementary File 1).

Polymorphisms in inflammasome-related cytokines IL-18 and IL-18
resulted significantly associated to clinical parameters in our cohort.

Malaria patients carrying IL1B rs1143634 minor A allele presented a
lower parasite load than G/G ones (A/A + A/G: 2.89 log ( parasite/ul) ver-
sus G/G: 3.2; p,g = 5.2 exp.-4), emphasizing the contribution of this
inflammasome-dependent cytokine in controlling parasitaemia (Table 5).

SNP Clinical variable
Individuals .
(frequency) me t se dif Lower upper ] Padj
Platelets counts (103/uL)
rsi121
50220 AlA 0.38 120.484 £7.990 Ref. 3.9 exp-4 4.5 exp-4
AIT-T|T 0.62 94.629 £ 04.892 -25.855 -43.179  -8.532
Individuals
(frequency) OR 95% Cl1 P Paaj
Total clinical score High Low
rs121
50220 AJA 027 045 Ref 0.022 0.001
AIT-TIT 0.73 0.55 3.80 1.63 9.30
Genotypes distribution according to inheritance model (d }, p-value, p-val dj d for sex, age and number of malana episodes, as well as Odds Ratio (OR) and

9% confidence intervals (C1), or difference (dif) and 95% confidence intervals (lower; upper) are reported for NLRP1 SNPs associated with malaria dinical variables. me4-se: mean and

sandard error. Ref: reference genaotype.
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Table 5
Detailed results for significantly associated IL18 and ILI8 SNP's

Gene/SNP Clinical variable

IL1B Individuals (frequency ) me + se dif Lower Upper p Pagy
Parasitaemia (log)

151143634 G/G 073 320+ 0.07 Ref. 0.009 52 exp-4
AG-A/A 027 289+ 009 —051 -0.78 —-024

iLre
Haemoglobin level (log)

5744256 A/A 069 253+ 00 Ref. 0.003 1.9 exp.-4
AlG 029 2584002 0.06 o.m 012
GG 002 2314+034 —037 —0.58 —0.16
Haematocrit (log)

rs5744256 AIA-AIG 098 364 £ 0,01 Ref, 0.005 0.004
GG 002 3394+ 035 —0.26 —043 —008

Genotypes distribution according to inheritance model (co-dominant, dominant or recessive), p-value, p-values adjusted for sex, age and number of malaria episodes, as well as difference
(dif) and 95% confidence intervals (lower; upper) are reported for inflammasome SNPs assodiated with discrete/continue variables. me + se: mean and standard error; Ref: reference

genotype.

Lower haemoglobin levels were found in IL18 rs5744256 G/G in-
dividuals (log(Hb) = 2.305) compared to A/A (log(Hb) = 2.526) and
A/G individuals (log(Hb) = 2.578) (pssj = 1.9 exp.-4) (Table 4). The
same IL18 SNP was significantly associated with low haematocrit
values according to a recessive inheritance model (p.g = 0.004)
(Table 4), suggesting that this 3'UTR variant, which lead to a reduced
serum level of IL-18 (Frayling et al., 2007), could contribute to the
development of anaemia in malaria patients. Accordingly, IL18
1s5744256_A > G resulted less frequent in the anaemic patients
(male: Hb < 13.00 g/dL; female: Hb < 12.00 g/dL) as compared to
non-anaemic ones (0.21 versus 0.37; OR = 0.46), however once
again this association could not be considered statistically significant
after Bonferroni correction (p,y = 0.037) (Supplementary File 1).

Finally, linkage disequilibrium was tested in the studied population
and the 2 CARDS SNPs (rs2043211, rs6509365) resulted in LD (D' =
0.94; r* = 0.64) (Supplementary File 2), however the derived 4 haplo-
types (A-A, T-G, A-G, T-A) did not result significantly associated with
malaria clinical presentation (p > 0.05).

4. Discussion

In murine models of malaria infection NLRP3-inflammasome has
been pointed out as the complex responsible for inflammation in re-
sponse to Plasmodium spp. hemozoin (Kalantari et al,, 2014) moreover
haemolysis in term of increasing extracellular heme also activates
NLRP3-mediated IL-18 secretion (Dutra et al., 2014). However, un-
expectantly, NLRP3 variants did not assodate with any analysed charac-
teristics of clinical malaria.

Similarly, the other strong candidate gene, MEFV, which has been
previously pointed out as a protector factor against P faldparum malana
(Fumagalli et al., 2009) did not resulted significantly associated to
P. vivax malaria in our cohort.

However our data suggested an important role of another
inflammasome receptor, the NLRP1, in shaping the clinical presentation
of P. vivax malana, in term of presence of thrombocytopenia, a relevant
complication in P. vivax malaria (Lacerda et al,, 2011) and severity of the
disease. Up to date, NLRP1 has not been assodiated to disease character-
ized by episodes of fever as other inflammasome-related NLRs, nor with
platelet disorder. Moreover information about PAMPs and/or DAMPs
able to activate NLRP1 is still lacking, suggesting that during P. vivax infec-
tion still unknown molecular patterns could appear and induce
inflammasome activation through this receptor. Recent reports indicate
that NLRP1 could play a key role in endothelium, and especially in endo-
thelial disorders (Bleda et al,, 2014, 2015). As P. vivax targets endothelium
and induces vascular damage (Barber et al., 2015), we can hypothesise
that individual carrying NLRP1 gain-of-function SNPs could be more

susceptible to develop P. vivax-related vascular disorder. On the other
hand, the association of NLRP1 SNPs with cytopenia (platelets and,
even if not fully significant, red blood cells) recalls the work by
(Masters et al. (2012)) where NLRP1-inflammasome activation has
been associated to pyroptosis cell death in haematopoietic progeni-
tor cells in mice, Deeper investigations are needed to elucidate the
role of NLRP1 in P vivax malaria.

Cydlic inflammation is a common hallmark of malaria and itis related
to high levels of pro-inflammatory cytokines (Anstey et al, 2009), howev-
eritis still unclear whether the production of cytokine is a benefit for im-
mune response against Plasmodium. Our results suggested that IL-18
seemed to be important in controlling parasitaemia. For what concerns
IL-18, it was recently shown in a murine model of malaria that augmented
levels of IL-18 positively correlated with Plasmodium parasitaemia and
with the severity of the infection (Basir et al,, 2012). In our cohort, the
IL18 loss-of-function variation rs5744256 (Frayling et al, 2007 ) was asso-
cated to reduced haemoglobin level and haematocrit. These results par-
tially confirmed previously published data about the association
between IL18 promoter vaniants and severe malarial anaemia in children
(Anyona et al, 2011).

5. Conclusions

Despite the limited size of studied cohort, our results showed a sig-
nificant association between inflammasome genetics and clinical pre-
sentation of P. vivax malaria, suggesting that polymorphisms in
inflammasome genes could affect one or another aspect of malaria path-
ogenesis. Moreover, these data confirm previously reported results
about the key role of NLRP3-inflammasome in mouse model of malaria,
and reveal novel aspects of P. vivax/host interaction that might be
deeper investigated in term of NLRP1/platelets and/or endothelium
interplay.

Supplementary data to this article can be found online at http://dx.
doi.org/10.1016/j.meegid.2016.02.038.
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Apéndice 2 — Conjunto de miRNAs alvos identificados em amostras estudadas de

pacientes e controles

Conjunto de miRNAs alvos

hsa-let-7b-5p
hsa-miR-122-5p
hsa-miR-126-3p
hsa-miR-142-3p
hsa-miR-144-3p
hsa-miR-150-5p
hsa-miR-16-5p
hsa-miR-1976
hsa-miR-199a-3p+hsa-miR-199b-3p
hsa-miR-223-3p
hsa-miR-23a-3p
hsa-miR-25-3p
hsa-miR-33a-5p
hsa-miR-4454+hsa-miR-7975
hsa-miR-451a
hsa-miR-5201-3p
hsa-miR-93-5p

Conforme recomendagdes do fabricante, foram considerados apenas os alvos que
apresentaram contagem média dos valores brutos superior a 100, considerado o
background do ensaio de detecgdo de miRN As pela plataforma nCounter®
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Apéndice 3 — Vias de sinalizacdo identificadas considerando-se as comparacées entre

grupos de pacientes (P1 a P3) e controles

Vias canonicas -log(p-value) - P1 X P3
Sinalizagdo de 1L-17 3.25E00
Via Thl 3.01E00
Sinalizagdo mTOR 2.9E00
Via de sinalizacdo de neuroinflamagéo 2.74E00
Sinalizagdo FLLT3 em células progenitoras hematopoiéticas 2.71E00
Sinalizagdo ERK 5 2.64E00
Sinalizagdo p38 MAPK 2.62E00
Via de ativagdo Thl e Th2 2.41E00
Sinalizagdo de apoptose 2.17E00
Sinalizagdo de 1L-8 2.14E00
Via Th2 2.09E00
Sinalizag¢do de IL-6 2.03E00
Sinalizagao de Interferon 2.03E00
Via de sinalizacéo de 1L-7 2.03E00
Vias canlnicas -log(p-value) - P1 X P2
Via Thl 2.71E00
Mecanismos moleculares de cancer 2.23E00
Via de ativagdo Thl ¢ Th2 2.19E00
Sinalizagdo de 1L-17 2.07E00
Vias candnicas -log(p-value) - Pacientes X Controles
Sinalizagdo p38 MAPK 5.17E00
Via de sinalizacdo de neuroinflamagéo 4.86E00
Sinalizagdo de apoptose 4.55E00
Via STAT3 4.38E00
Diferenciag@o de célula T Helper 3.48E00
Sinalizag¢do de IL-6 2.97E00
Sinalizagdo de 1L-8 2.5E00
Via de ativagdo Thl ¢ Th2 2.49E00
Via Thl 2.31E00
Sinalizagao de 1L-17 2.18E00
Via Th2 2.18E00
Sinalizagdo de IL-10 2.16E00
Sinalizagdo mTOR 2.15E00
Sinalizagao ERK/MAPK 2

Vias canonicas extraidas do software Ingenuity Pathway Analysis (IPA)
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Anexo 1 — Parecer Comité de Etica 03/2008

Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundac¢do Oswaldo Cruz

Instituto René Rachou
Comité de Etica

PARECER N° 03/2008 — CEPSH- CPgRR

Protocolo CEPSH/CPGRR n®: 05/2008

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

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

Data de entrada no CEP: 14/02/2008

Ao se proceder a andlise do protocolo em questdo, constatou-se que o projeto atende aos aspectos
fundamentais da Resolugdo CNS 196/96, sobre Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisa envolvendo
Seres Humanos.

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

Situagao: PROJETO APROVADO

Belo Horizonte, 28 de fevereiro de 2008.

| R\
N

(N e
Joaa.Carlos Pinto Dias
Coordenador

Dr. Jodo Carlos Pinto Dias
COORDENADOR
COMITE DE ETICA

Av. Augusto de Lima, 1715 Barro Preto Belo Horizonte MG Brasil Cep: 30190-002
Tel.: 55 0xx31 3349-7700 Fax: 55 0xx31 3295 3115 http://www.cpqrr.fiocruz.br
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Anexo 2 — Parecer Comité de Etica CAAE: 80235017.4.0000.5091

Ministério da Saude

FIOCRUZ

Fundacao Oswaldo Cruz
Centro de Pesquisa René Rachou

Comité de Etica

CARTA DE APROVACAO N° 01/2018 — CEP / CPgRR / FIOCRUZ / MS

Projeto de Pesquisa: “Estudo da contribuicdo de componentes da cascata da coagulagéo e inflamagao
para a patogénese da malaria humana por Plasmodium vivax”.

Pesquisadora Responsavel: Luzia Helena Carvalho
Instituigao Proponente: Centro de Pesquisas René Rachou

CAAE: 80235017.4.0000.5091

Situagao: PROJETO APROVADO (Numero do Parecer: 2.580.866)

Periodo de Vigéncia do Projeto: de 04/04/2018 a 30/12/2021

Belo Horizonte, 04 de Abril de 2018
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