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Resumo

RESUMO

A Duffy binding protein do Plasmodium vivax (PvDBP) e seu receptor na
superficie dos eritrécitos, o antigeno Duffy/receptor para quimiocinas (DARC),
estao envolvidos na principal via de invasao utilizada pelo P. vivax. No presente
trabalho, realizou-se por um estudo do tipo coorte aberta, em area de
assentamento agricola da Amazobnia brasileira, para avaliar a influéncia do
receptor DARC na infeccdo e resposta imune ao P. vivax. Para isso, foi
realizada a genotipagem do antigeno DARC através da técnica de PCR em
tempo real. A pesquisa de anticorpos especificos foi realizada pela sorologia
convencional (ELISA) e, por um ensaio funcional que avalia anticopos
inibitérios da interagéo ligante-receptor. Entre os 690 individuos estudados, o
gendtipo FY*A/FY*B foi o mais frequente, consistente com a heterogeneidade
étnica das populagdes que vivem na Amazdnia brasileira. Na area estudada,
nao foi possivel identificar associagdo entre a expressdo DARC e a
susceptibilidade a infeccéo pelo P. vivax. Em relagcdo a resposta de anticorpos,
nenhuma associagao foi encontrada entre os gendtipos de DARC e anticorpos
IgG anti-PvDBP e anti-MSP149 (outra proteina do P. vivax), ambos detectados
pela sorologia convencional (ELISA). Contudo, a resposta de anticorpos
inibitérios  foi significativamente mais frequente em individuos heterozigotos
carreadores de um alelo DARC-negativo (gendtipos FY*A/FY*BFS e
FY*B/FY*BF®). Por ltimo, a resposta de anticorpos inibitérios se manteve
estavel durante todo o periodo estudado (12 meses). Em conjunto, estes
resultados demonstraram, pela primeira vez, que a expressdo do receptor

DARC pode influenciar na resposta imune inibitéria contra a PvDBP .
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Abstract

ABSTRACT

The P. vivax Duffy binding protein (PvDBP) and its erythrocytic receptor, the
Duffy antigen receptor for chemokines (DARC), are involved in the major P.
vivax erythrocyte invasion pathway. Here, in an agricultural settlement of the
Brazilian Amazon area, we carried-out an open cohort study to analyzed DARC
genotypes and its relationship to vivax susceptibility and the PvDBP immune
response. To answer this question, DARC genotypes were determined by real-
time PCR. Antibodies responses were analyzed by conventional serology
(ELISA) using recombinant proteins, and by an in vitro functional assay that
detect binding inhibitory antibodies (BIAbs) targeting PvDBP . Among 690
individuals enrolled in the study, the distribution of DARC genotypes was
consistent with the heterogeneous ethnic origin of the Amazon population, with
a predominance of genotype FY*A/FY*B. In the study area, DARC genotypes
were not associated with P. vivax susceptibility. Also, there was no association
between DARC and anti-PvDBP 1gG, as detected by ELISA. However, the
follow-up study demonstrated that BIAbs towards to be more frequent in
heterozygous carrying a DARC-silent allele (genotypes FY*A/FY*BFS and
FY*B/FY*BES). In addition, antibodies to PvMSP1,9, another P. vivax protein,
were not associated with DARC expression. Moreover, the BIAbs response
remained constant during the 12 months of the follow up. Together, these
results provide the first evidence that DARC expression may influence the anti-

PvDBP inhibitory immune response.
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Introducéo

1 INTRODUCAO

A malaria € uma doenca causada por protozoarios do filo Apicomplexa,
familia Plasmodiidae e género Plasmodium. Atualmente quatro espécies sao
responsaveis pelo parasitismo humano: o Plasmodium vivax, o Plasmodium
falciparum, o Plasmodium malariae e o Plasmodium ovale. Recentemente, foi
demonstrado que uma quinta espécie, o Plasmodium knowlesi, que infecta
naturalmente primatas ndo humanos, tém causado infecgcbes graves em
humanos, principalmente no sudeste asiatico e no continente africano (Cox-
Singh et al.,, 2008; Ong et al.,, 2009; White, 2008). A malaria humana,
endémica em regides tropicais e subtropicais, € uma das principais causas de
mortalidade e morbidade no mundo. Afeta cerca de 216 milhdées de individuos
a cada ano, onde 81% desses casos se concentram no continente africano e
os demais estdo distribuidos na América Central e do Sul, sudeste asiatico e
ilhas da Oceania. A doenca na Africa é causada principalmente pela espécie P.
falciparum, que é a espécie mais patogénica e responsavel pela maioria dos
casos de morte e morbidade (Hay et al., 2010; Snow et al., 2005). Atualmente,
a doenga vem se propagando a outras regides devido ao processo n&o
planejado de urbanizagao. Além disso, devido a migragcao populacional intensa,
acredita-se que, principalmente na Africa subsaariana, esse processo tem
alterado profundamente a epidemiologia da doenca (Tatem & Smith, 2010;
Wesolowski et al., 2012)

Das espécies causadoras da malaria humana, o P. vivax € a espécie
mais amplamente distribuida no mundo e principal causadora da malaria em
regides fora do continente africano (Guerra, Snow, & Hay, 2006). Além disso,
estima-se que 2,49 bilhdes de pessoas vivem sob-risco de infecgao por este
parasito (Battle et al., 2012). Apesar do P. vivax ser responsavel por uma
doenca altamente debilitante que afeta a qualidade de vida e a produtividade
das pessoas infectadas (Greenwood, Bojang, Whitty, & Targett, 2005), esta
espécie esta relacionada a uma doenca benigna e raramente fatal, estudos tem
relatado a existéncia de casos de malaria grave causada pelo P. vivax (Genton
et al., 2008; Tijitra et al., 2008). Contudo, apesar da necessidade de maiores

esforcos a fim de controlar a expansdo da doenca, apenas 3,1% do
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Introducéo

investimento da pesquisa em malaria no mundo foi destinado a malaria vivax
entre os anos de 2007 e 2009 (PATH, 2011).

No Brasil, foram registrados aproximadamente 267.000 casos de malaria
em 2011 (WHO, 2012), com 99,9% desses casos na regido da Amazénia legal,
composta pelos estados do Acre, Amazonas, Amapa, Maranhao, Mato Grosso,
Para, Rondénia, Roraima e Tocantins, onde o P. vivax foi responsavel por
aproximadamente 85% dos casos (SVS, 2012). Na Amazbnia legal, as
condigbes socioecondmicas e sociais contribuem para a transmissdo da
malaria. Além disso, a ocupacgao intensa e desordenada das areas peri-
urbanas, o desmatamento para extracdo de madeira, criacdo de gado,
agricultura e assentamentos nao oficiais contribuem o agravamento e
manutengdo da transmissdo de malaria nessa regido (Marques et al., 1986;
SVS, 2007; SVS, 2008). Outro fator colaborador foi o investimento
governamental na pscicultura através da construgao de tanques artificiais o que

favoreceu a criagdo de novos criadouros do mosquito vetor (SVS, 2007).

O controle da malaria no Brasil tem sido realizado através do Programa
Nacional de Controle da Malaria (PNCM), no qual os objetivos sao: i) a reducao
da incidéncia e mortalidade, ii) a eliminacdo da transmissdo em areas urbanas
e, iii) manutencao da auséncia da transmissdo da doenca nos locais onde ela
foi interrompida. Para isso, as principais agdes s&o a busca pelo diagndstico
precoce, o0 tratamento adequado para cada espécie causadora, O
fortalecimento da vigilancia em malaria e capacitagado dos profissionais (SVS,
2007). Essas acdes tém contribuido para a diminuigdo do numero de casos de

malaria nos ultimos anos (SVS, 2008).

Embora varias agdes tenham sido aplicadas a fim de controlar essa
doenca no mundo, os investimentos sao direcionados principalmente a espécie
P. falciparum. Entretanto, a malaria causada pelo P. vivax é
epidemiologicamente e biologicamente diferente do P.falciparum, desta forma,
nao € possivel assumir que as medidas de controle destinadas ao P.falciparum
possam ser eficazes e aplicadas ao controle do P. vivax (Battle et al., 2012).
Assim, além da continuidade dos programas de controle ja vigentes, fazem-se
necessarios maiores investimentos no controle malaria causada
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especificamente pelo P. vivax, com a melhoria das técnicas aplicadas na sua

deteccgao e diagndstico no mundo.
1.1Ciclo biol6gico dos parasitos da maléaria humana

O ciclo bioldgico destes parasitos é complexo, e tem sido alvo de muitos
estudos. Os plasmddios possuem um ciclo heteroxeno, ou seja, necessitam
necessariamente de um hospedeiro vertebrado e outro invertebrado. A fase de
reprodugdo sexuada ou esporogdnica ocorre no hospedeiro invertebrado,
enquanto a fase assexuada ou esquizogbnica ocorre no hospedeiro vertebrado

(Figura 1).

As formas infectantes do parasito, conhecidos como esporozoitos,
penetram na pele através da picada da fémea do mosquito do género
Anopheles durante o repasto sanguineo. Estima-se que cerca de 15 a 200
esporozoitos sdo depositados sob a pele dos hospedeiro, podendo permanecer
na derme por um longo periodo apés a picada do vetor (Amino et al., 2006;
Yamauchi et al., 2007). Recentemente, foi descrito uma nova rota de migragao
dos esporozoitos em que esses, apos atravessarem o epitélio do hospedeiro
vertebrado, podem alcancar o sistema linfatico. Porém, estes parasitos
parecem nao alcancar o figado por esta via. Entretanto, esta rota pode ser
importante para estimular o sistema imunolégico do hospedeiro (Amino et al.,
2006). Aqueles que escapam do sistema imunolégico atingem a circulagéo

sanguinea e migram para o figado, irdo penetrar nos hepatdcitos.

A invasao dos hepatdcito pelo esporozoito € complexa e envolve varias
interacdes do tipo ligante-receptor. De importancia, o parasito possui a
capacidade de interagir com as células do figado e migrar entre os hepatdcitos,
até por fim se instalar e desenvolver em uma das células ( Mota et al., 2001).
Na malaria de mamiferos, ndo esta claro o mecanismo pelo qual os
esporozoitos passam dos capilares sinuséides do figado até os hepatdcitos:
pode ser através das células de Kupffer ou através das células do endotélio
dos vasos sanguineos (Pradel & Frevert 2001, Mota et al. 2002). Acredita-se
que esta migragcao é importante para estimular a exocitose de organelas

apicais do parasito e torna-los aptos a infectar os hepatécitos e se desenvolver
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dentro do vacuolo parasitéfago (Amino et al., 2006; Mota & Rodriguez, 2004).
Ainda no figado, o P. vivax e o P. ovale podem se desenvolver em formas
dormentes, denominadas hipnozoitos, que sdo responsaveis pelas recaidas
que ocorrem meses ou anos apos a infecgao inicial (Krotoski, 1985, Barnwell et
al., 1998).

Nos hepatdcitos, os esporozoitos se diferenciam e multiplicam
assexuadamente dando origem aos merozoitos, que sao liberados diretamente
na corrente sanguinea através de vesiculas denominadas merossomas, estas
repletas de parasitas, liberam os merozoitos (Sturm et al., 2006). Na circulagéo
sanguinea, 0s merozoitos penetram nos eritrocitos através de interagdes
especificas entre proteinas presentes na superficie dos parasitos e receptores
presentes na superficie destas células, dando inicio a fase eritrocitica do ciclo,
que é responsavel pela sintomatologia clinica da doenga. Nos eritrécitos os
merozoitos se transformam em trofozoitos jovens, trofozoitos maduros e por
fim esquizontes. Estes esquizontes, dependendo da espécie, geram de 10 a 30
merozoitos que penetram outros eritrocitos, reiniciando o ciclo eritrocitico. Apds
algumas gerag¢des de merozoitos sanguineos, alguns deles se diferenciam nas
formas sexuais do parasito, o0s macrogametécitos (feminino) e os
microgametdcitos (masculinos) os quais amadurecem sem sofrer divisdo
celular. Estas formas sexuais ao serem ingeridas pelo mosquito do género
Anopheles durante o repasto sanguineo dao inicio a fase sexuada do ciclo, que

ocorre no interior do hospedeiro invertebrado.

No interior do estdmago do mosquito, os gametdcitos irdo se diferenciar
em gametas masculinos e femininos, os quais sofrem influéncia das condi¢des
do ambiente e de fatores internos do mosquito e apos fecundar, irdo dar origem
ao zigoto (revisto por Vlachou, 2006). Aproximadamente, um dia apos a
fecundacgao, o zigoto se desloca em movimentos amebdides, passando a se
denominar oocineto e, por um mecanismo trans-celular, atinge a camada de
células epiteliais do intestino médio onde se aloja entre o epitélio e a
membrana basal e passa entdo a se chamar oocisto (Vlachou et al., 2004;
Zieler & Dvorak, 2000; Baton & Ranford-Cartwringht 2004). Em cada oocisto é
ativada a maquinaria de replicacdo de DNA e de sintese de proteinas para a
multiplicagdo assexuada dos parasitos, o que gera a produg¢ao de milhares de
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esporozoitos. Em aproximadamente duas semanas, a parede do oocisto se
rompe liberando os esporozoitos, que por sua vez invadem a hemolinfa do
inseto. Ao cairem na hemolinfa, muitos esporozoitos conseguem invadir as
glandulas salivares, podendo, num novo repasto sanguineo, serem inoculados

no hospedeiro vertebrado.
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Figura 1. Representagado esquematica do ciclo bioldgico do plasmédio no hospedeiro humano
e no vetor Anopheles. Fonte: Modificado de Mueller et al., 2009

1.2 Invasao dos eritrécitos humanos pelos plasmédios

A invaséao dos eritrécitos pelos parasitos € a parte do ciclo que garante o
sucesso da infecgdo humana e é nesta etapa que ocorrem os sintomas clinicos
da doenca. Esta invasdo € complexa e envolve varias etapas (Oh & Chishti,
2005; Cowman & Crabb, 2006): 1) apos encontrar um eritrécito, 0 merozoito
reconhece o eritrocito e ocorre, primeiramente, uma ligagdo de baixa afinidade
e reversivel entre o parasito e a célula hospedeira; 2) Apds o reconhecimento,
0 parasito se reorienta para posicionar sua por¢cdo apical em contato com a
membrana eritrocitica e, assim, ocorre uma juncao irreversivel; 3) Depois de
formada a juncdo, a mesma € deslocada em direcdo ao polo posterior do
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parasito e ao mesmo tempo sao liberadas proteinas de adesdo situadas em
suas organelas apicais (as roptrias e os micronemas); 4) Por fim, o parasito
alcancga o interior da célula através da formag&o do vacuolo parasitéfogo, onde

0 merozoito ira se desenvolver.

O processo de invasao pelos dois plasmodios de maior interesse para a
saude publica, o P. falciparum e o P. vivax, tem sido muito estudado. No caso
do P. falciparum, ja se sabe que este utiliza varios ligantes e varios receptores
no eritrécito para sua invasao (revisto por Person, 2010). Esta espécie do
parasito possui uma caracteristica importante que é a habilidade de utilizar vias
alternativas para alterar seu processo de invasao. Ja se conhece pelo menos 5
vias de invasao utilizadas pelo P. falciparum as quais sao classificadas de
acordo com a natureza do receptor no eritrocito (Gaur et al., 2004). Entretanto,
recentemente foi descrito um par ligante-receptor essencial para a invasédo em
todas as cepas de P.falciparum testadas. Nesta via, o antigeno de grupo
sanguineo Ok, também conhecido como Basigina, € o receptor para PfRh5, um
ligante do parasito essencial ao crescimento das formas sanguineas (Crosnier
et al., 2011). Entretanto, no caso do P. vivax uma unica via parece ser a mais
importante (Adams et al., 1992).

O P. vivax invade preferencialmente, se nado exclusivamente, os
reticuldcitos (eritrocitos jovens), que compreendem aproximadamente 1% da
populacao de eritrocitos circulantes. A partir disso, tem sido proposto que exista
uma pré-selecdo da célula que sera invadida e esta selecdo parece ser
mediada por um grupo de proteinas de ligacdo aos reticuldcitos, as PvRBPs
(reticulocytes binding protein) (Galinski, Medina, Ingravallo, & Barnwell, 1992;
Barnwell & Galinski, 1998). De importancia, o parasito parece utilizar uma via
principal para invadir os reticuldcitos. Essa invasdo ocorre com a interagao
entre a Duffy Binding Protein (DBP), presente no parasito, € seu receptor nos
eritrocitos, o antigeno do grupo sanguineo Duffy/receptor de quimiocinas
(DARC) (Wertherimer & Barnwell, 1989). Depois de estabelecida a ligacéo
entre a PvDBP e o DARC o processo de invaséao se torna irreversivel (Barnwell
& Wertherimer, 1989). Portanto, individuos que nédo apresentam o receptor
DARC na superficie de seus eritrocitos sdo altamente resistentes a infec¢ao
pelo P. vivax (Miller et al., 1976). Entretanto, estudos recentes vém
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demonstrando que individuos que n&o apresentam o receptor DARC na
superficie de seus eritrocitos podem ser parasitados pelo P. vivax, o que
mostra que este parasito pode estar utilizando uma via alternativa para invasao
dos eritrécitos destes individuos (Cavasini et al., 2007; Ménard et al., 2010;
Ryan et al., 2006).

1.3 Duffy binding protein do Plasmodium vivax (PvDBP)

A PvDBP é uma proteina de invasao de 140 kDa pertencente a uma familia
de proteinas homologas que se ligam aos eritrocitos conhecida como EBP
(erythrocyte binding protein). Nesta familia estdo incluidas outras proteinas
como, por exemplo, a EBP a, § e y de Plasmodium knowlesi, um parasito de
primatas n&do humanos do velho mundo, que também invade eritrocitos
humanos que expressam DARC. As proteinas dessa familia possuem em
comum a presenga de um dominio rico em residuos de cisteina na regido
amino-terminal e funcionalmente importante, conhecido como dominio de
ligacdo semelhante ao que se liga ao antigeno Duffy/DARC (Duffy binding like
domain, DBL) (Adams et al., 1992).

A PvDBP esta localizada nos micronemas e, apenas no momento da
invasao, € liberada na superficie do merozoito, onde entra em contato com
receptor de quimiocinas DARC na superficie dos eritrécitos humanos
(Wertheimer & Barnwell, 1989). Uma vez estabelecida a jun¢do PvDBP-DARC

o processo de invasdo passa a ser irreversivel (Barnwell & Wertheimer, 1989).

Esquematicamente, a PvDBP pode ser dividida em sete regides, definidas a
partir da similaridade da sua estrutura génica e sequéncia de aminoacidos com
as outras DBL-EBPs (Figura 2): uma regido que contém o peptideo sinal
(regido ), duas regides ricas em cisteinas amino e carboxiterminal (regido Il e
VI, respectivamente), trés regides hidrofilicas (regiao Ill, IV e V), um dominio
transmembrana e um curto segmento citoplasmatico (regido VII) (Adams et al.,
1992; Fang et al., 1991). O ligante funcional da PvDBP encontra-se na regido
I (PvDBPy), que corresponde ao dominio DBL, que compreende 330
aminoacidos contendo 12 residuos de cisteina e onde foi mapeado o sitio de

ligacao da proteina ao seu receptor nos eritrécitos do hospedeiro (Adams et al.,
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1992; Ranjan & Chitnis, 1999). O sitio de ligagcdo esta localizado em um
segmento de aproximadamente 170 aminoacidos entre as cisteinas 4 e 7
(Chitnis & Miller, 1994; Ranjan & Chitnis, 1999).
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Figura 2. A) Representacdo esquematica dos dominios estruturais da proteina Duffy Bind
Protein (DBP). A proteina possui as seis primeiras regides de dominios extracelulares e a
ultima regido (VII) possui um dominio citoplasmatico e transmembrana. No dominio Il encontra-
se a regiao referente ao ligante, localizada entre as cisteinas 4 e 7 (adaptado de VanBuskirk et.
al, 2004). B) Estrutura 3D da regidao Il da PvDBP com seus polimorfismos encontrados em
amostras no Brasil: (i) residuos que formam um suposto bolso de sulfatirosina para a ligagao
na interface do dimero (Lys273, Arg274 and GIn356 — roxo); (ii) residuos necessarios para a
interagdo com o antigeno DARC (Asn291, Asn292, Tyr293, Arg294, Tyr295, Asn296, Lys297,
Asp298, Phe299 and Val365, Lys366, Lys367, Arg368, Leu369, Lys370, Gly371, Asn372,
Phe373, 11e374, Trp375, 1le376, Cys377 — amarelo); (iii) residuos que fazem contato formando
uma estrutura dimérica (Phe267, Leu270, 11277, Tyr278, Val282, Tyr363 and Arg274, Glu249 —
laranja); (iv) residuos polimérficos identificados em isolados de Ri Pardo (em vermelho). As
setas indicam a interface do dimero (Kano et al., 2012).

1.4 Resposta imune a Duffy Binding Protein (PvDBP) do P. vivax

A PvDBP é expressa nos estagios eritrociticos e se localiza em uma
organela apical (micronema), sendo exposta na superficie do eritrécito somente
no momento da invasdo (Adams et al., 1990; VanBuskirk et al., 2004a). Apos
ser expressa na superficie do parasito, a regido do ligante da PvDBP entra
rapidamente em contato com o antigeno DARC. Porém, apesar desta regiao do
ligante da proteina entrar em contato com os eritrocitos do hospedeiro, estudos
avaliando a estrutura da proteina tém sugerido que a resposta de anticorpos

naturalmente adquiridos sdo direcionados predominantemente para as regides

24
Torres LM




Introducéo

opostas ao sitio de reconhecimento proposto (revisto por Chitnis & Sharma,
2008) Na ultima década, os estudos de resposta imune anti-PvDBP foram
realizados, principalmente, em regiées de alta endemicidade da Papua Nova
Guiné e os resultados demonstraram a existéncia de anticorpos anti-PvDBP em
individuos residentes nestas areas (Fraser et al., 1997; Michon et al., 2000;
King et al., 2008). No Brasil, considerado uma area de baixa a média
endemicidade, foi demonstrado pelo nosso grupo que anticorpos anti-PvDBP
estao presentes em individuos residentes na Amazénia brasileira e que parte
destes anticorpos sdo capazes de bloquear a interagdo do ligante com o
receptor na superficie dos eritrécitos (Ceravolo et al, 2005; Ceravolo et al,
2009). Porém, os dados encontrados na Amazbnia e em outras regides de
diferentes endemicidades demonstraram que uma parte significativa da
populacao exposta ndo desenvolve anticorpos anti-PvDBP (Fraser et al., 1997;
Michon et al., 1998; Ceravolo et al., 2005; Souza-Silva et al., 2010). As razdes
para esta falta de resposta a PvDBP nao sdo conhecidas, entretanto o fato da
proteina se localizar nos micronemas pode ter contribuido para a pouca
exposicao da mesma ao sistema imune. Outro fator que pode contribuir para a
baixa resposta € a variabilidade genética da PvDBP, pois os polimorfismos da
regidao |l parecem influenciar na resposta imune do hospedeiro (McHenry &
Adams, 2006; Sousa et al., 2010). Recentemente, estudos tem sido realizados
a fim de identificar os epitopos de células T e B que sejam reconhecidos por
anticorpos bloqueadores (Saravia et al., 2008; Chootong et al., 2010, Martinez
et al., 2010).

Os estudos realizados por VanBuskirk e colaboradores (2004a) com
diferentes variantes da PvDBP sugeriram que a resposta imune podia ser cepa
especifica. Entretanto, estes estudos foram realizados apenas in vitro com
soros de coelhos imunes. E necessario entender melhor este processo de
especificidade da resposta imune do hospedeiro as diversas variantes do
parasito, pois isto pode contribuir nos estudos que visam a construgao de uma

vacina contra o P. vivax.

Diferentes abordagens tém sido usadas para identificar epitopos
conservados da DBP que possam induzir uma imunidade que ndo seja cepa
especifica (Ntumngia et al., 2012). Assim, um estudo recente demonstrou que
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na regiao Il da PvDBP - divida em trés subdominios, SD1, SD2 e SD3 - existe
um subdominio, (0 SD3) que induziu uma resposta imune que parece nao

depender da cepa do parasito (Siddiqui et al., 2012).
1.5 Caracterizacao do antigeno Duffy/receptor para quimiocinas (DARC)

O receptor DARC que interage com a Duffy binding protein do P. vivax nos
eritrocitos humanos, é também um receptor para varios membros de
quimiocinas das classes CC CXCs e, foi descrito pela primeira vez por Moore et
al. (1982). Essa glicoproteina de 40-45 KDa ndo é restrita a células da
linhagem eritrocitica, podendo ser encontrada também em células endoteliais

de vénulas pos-capilares de varios tecidos.

O receptor DARC possui grande importancia clinica, pois anticorpos que
reconhecem o antigeno de grupo sanguineo Duffy s&o responsaveis por muitos
casos de incompatibilidade transfusional e doenga hemolitica em recém-
nascidos. Recentemente, o receptor DARC tem sido associado com varias
doencgas inflamatérias, doencas infecciosas e tumorais, e com a infecgao pelo
virus HIV (revisto por Smolarek et al., 2010). De grande importancia, um estudo
recente demonstrou que o DARC é importante na infecgdo pelo P.falciparum
(McMorran et al., 2012). Mais especificamente, estes autores mostram que a
interacdo do DARC com uma proteina plaquetaria (Pf4 ou CXCL4) é
fundamental para que as plaquetas atuem destruindo o parasito.

O receptor DARC ¢é constituido por uma regido extracelular amino-
terminal (extracelular amino-terminal domain 1, ECD1) de aproximadamente 60
aminoacidos; uma regiao central (~250 residuos) constituida por sete dominios
transmembrana, trés algcas extracelulares (ECD2 a ECD4) e trés algas
intracelulares; e uma regido citoplasmatica de 28 residuos (Figura 3) (Hadley &
Peiper, 1997). A regido de DARC que interage com a DBP é constituida por 35
aminoacidos (Ala8-Asp42) e esta localizada na regiao ECD1 (Chitnis et al.,
1996; Tournamille et al., 2005). O sitio de ligagdo para quimiocinas & formado
pela associagdo dos quatro dominios extracelulares de DARC (ECD1-4)
(Tournamille et al., 1997; 2003).
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Figura 3. Representagao esquematica da estrutura do DARC. A figura ilustra os dominios do
receptor DARC que é constituido por uma regido extracelular amino-terminal (extracelular
amino-terminal domain 1, ECD1), uma regido central (~250 residuos) constituida por sete
dominios transmembrana, trés algas extracelulares (ECD2 a ECD4) e trés algas intracelulares;
€ uma regiao citoplasmatica de 28 residuos. Figura modificada de Tournamille e colaboradores
(2003).

O gene que codifica o antigeno DARC esta no locus FY do cromossomo 1
(Figura 4), sendo caracterizado por trés alelos principais: FY*A, FY*B e FY*BF®
(ES, silenciado na linhagem eritrocitica) (Hadley & Peiper, 1997). Os dois
alelos funcionais co-dominantes, FY*A e FY*B, codificam os antigenos Fy® e
Fyb, respectivamente. Esses alelos se diferem apenas em uma mutagao que é
responsavel pela substituicido de uma glicina em Fy® por um acido aspartico em
Fy® (Chaudhuri et al.,1995; lwamoto et al.,1995; Mallinson et al., 1995). Estes
antigenos irdo definir os fenétipo Fy(a+b-), Fy(a-b+) e Fy(a+b+), sendo que a
completa auséncia de expressao desses antigenos na superficie dos eritrocitos
define o fendtipo DARC negativo Fy(a-b-). Esse fendtipo € caracterizado por

dois alelos ndo funcionais FY*BF®, cujo silenciamento ocorre por causa de uma
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mutacado na regido promotora que impede a ligagdo do fator de transcrigcdo a
regidao promotora GATA1 mutada do gene nos eritrocitos, ndo alterando a
expressdo dessa proteina em outros tecidos (Tournamille et al., 1995a). O
gendtipo FY*AFS também pode aparecer caso a mutagdo no promotor seja no
alelo FY*A, porém este gendtipo é extremamente raro e foi melhor

caracterizado na Papua Nova Guiné (Zimmerman et al., 1999).

PROMOTOR EXON 1 EXON 2
WTp MUTp FY*A FY*8

Figura 4. Representagdo esquematica do gene FY que codifica DARC, incluindo a regido
promotora, dois exons e o intron entre os éxons 1 e 2. Esta representado na figura: a mutagéo
G125A, que define os alelos FY*A e FY*B, respectivamente e; a mutagcao T-33C, que diferencia
o promotor selvagem (WT) do promotor mutado (MUT). Fonte: Adaptado de Cavasini et al.,
(2001)

Com relacédo a expressao do receptor DARC na superficie dos eritrocitos,
tém-se observado que a expressao de DARC varia de acordo com a idade dos
eritrocitos, sendo maior nos reticulocitos do que em eritrécitos maduros
(Woolley et al., 2000). Além disso, estudos tém demonstrado expressao
reduzida desse antigeno nos eritrécitos de individuos heterozigotos para a
mutagdo T-33C (alelos FY*BES e FY*AFS). Esses individuos expressavam
aproximadamente duas vezes menos DARC na superficie dos eritrocitos do
que os individuos homozigotos para o promotor ndo mutado (alelos FY*A,
FY*B) (Woolley et al., 2000; Yazdanbakhsh et al., 2000; Zimmerman et al.,
1999). Estudos tém demonstrado que a diminui¢gdo do nivel de expressao de
DARC nos eritrocitos possa estar envolvida na suscetibilidade do individuo a
adquirir a infecgao por P. vivax. Uma evidéncia indireta dessa associacio foi
obtida por Michon e colaboradores (2001), no qual foi observado que a
expressao diminuida de DARC nos eritrécitos de individuos com um unico alelo
DARC funcional resultou na reducao significativa da citoaderéncia em ensaios
in vitro. Esses resultados sugerem que a presenga de um unico alelo n&o-
funcional (FY*B®S ou FY*AF®) poderia reduzir a suscetibilidade & infeccéo por

P. vivax. Similarmente, Zimmerman e colaboradores (1999) evidenciaram um
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aumento de duas vezes na prevaléncia de infeccido por P. vivax em individuos
da Papua Nova Guiné, com o gendtipo FY*A/FY*A comparado com
FY*A/FY*AFS. Entretanto, essa diferenca ndo foi estatisticamente significativa,
possivelmente devido ao numero reduzido de individuos avaliados com o
gendtipo FY*A/FY*AFS (Zimmerman et al., 1999). A evidéncia mais direta foi
obtida em um estudo epidemioldgico conduzido na Papua Nova Guiné, onde o
gendtipo FY*A/FY*AFS estava significativamente associado & susceptibilidade
reduzida a infecgéo por P. vivax (Kasehagen et al., 2007). Recentemente, um
trabalho de coorte realizado no Brasil demonstrou que os individuos com
hemacias FY*A (em homozigose ou heterozigose) tém muito menos incidéncia
de malaria vivax quando comparados aqueles habitantes da mesma area que

apresentam hemacias FY*B (King et al., 2011).

Embora o receptor DARC seja essencial ao processo de invasdo dos
eritrécitos pelo merozoito do P. vivax, a influéncia deste receptor na resposta
imune tem sido pouco estudada. Até o momento, apenas um estudo realizado
na Coldbmbia avaliou a influéncia dos gendtipos de DARC na aquisicdo da
imunidade ao P. vivax (Maestre et al., 2010). Este estudo demonstrou que o
perfil de reconhecimento imune a PvDBP variou de acordo com o gendétipo de
DARC. No entanto, a populagao incluida naquele estudo era constituida, em
sua grande maioria, de afrodescendentes, sendo baixa a susceptibilidade deste
grupo a infec¢do ao P. vivax. Além disso, um estudo recente demonstrou que a
variabilidade genética dos parasitos que circulam na Coldmbia sao diferentes

da maior parte das areas de risco de malaria no mundo (Sousa et al., 2011).
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2 JUSTIFICATIVA

Considerando a malaria causada pelo P. vivax como um grave problema
de saude publica em varias regides do mundo, inclusive no Brasil, fazem-se
necessarios estudos que visem conhecer a interacdo deste parasito com seu
hospedeiro. De importancia, estudos desta natureza poderao contribuir para o
desenvolvimento de medidas mais eficazes que auxiliem no controle da malaria

causada pelo P. vivax.

Atualmente, a PvDBP é considerada o principal antigeno candidato a
vacina contra o P. vivax. Diante desta importancia, nosso grupo tem estudado o
perfil da resposta imune contra esta proteina em areas endémicas da
Amazobnia (Ceravolo et al., 2009; Sousa-Silva et al., 2010). Entre os principais
achados o grupo identificou uma baixa resposta imune contra a PvDBP, que
pode estar relacionada com caracteristicas do parasito. Particularmente, com o
alto polimorfismo na regido do ligante desta proteina (regido Il) (Sousa et al.,
2010; Sousa et al., 2011). Porém, pouco se sabe ainda sobre o perfil dos
anticorpos bloqueadores da interagao ligante-receptor em populagdes nativas e

naturalmente expostas ao P. vivax na Amazénia.

Além da influéncia de fatores do parasito na resposta imune, pode-se
considerar ainda fatores genéticos do hospedeiro vertebrado, que no caso do
P. vivax tem sido pouco estudados. Este € o caso, por exemplo, da possivel
influéncia dos gendtipos do receptor DARC na produgdo de anticorpos anti-
PvDBP (Maestre et al., 2010; King et al., 2011). At¢é o momento, estudos
relacionados a influéncia dos genétipos de DARC na resposta imune funcional
a PvDBP sao inexistentes. Portanto, a caracterizagdo do gendtipo de DARC em
populacdes naturalmente exposta ao P. vivax pode esclarecer se este fator
genético do hospedeiro influencia no desenvolvimento de uma resposta imune
eficiente, o que podera contribuir para o desenvolvimento de uma vacina anti-
PvDBP.

Em 2008, o nosso grupo de pesquisa iniciou um estudo de base

populacional, do tipo coorte, em uma area de assentamento agricola, no estado
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do Amazonas, comunidade de Rio Pardo (Kano et al., 2012). Assim, o trabalho
de campo no assentamento ofereceu uma oportunidade Unica para caracterizar
a populagado quanto ao seu receptor DARC e avaliar a influéncia deste fator
genético do hospedeiro na susceptibilidade a infeccdo e na resposta de

anticorpos especificos contra o P. vivax.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Em uma populacdo naturalmente exposta ao P. vivax na Amazbdnia
brasileira, caracterizar genotipicamente o receptor DARC e avaliar a sua

influéncia na susceptibilidade e ou resposta imune especifica ao P. vivax..
3.2 Objetivos especificos
1. Genotipar o receptor DARC na populagao estudada, comunidade de

Rio Pardo, municipio de Presidente Figueiredo, AM

2. Avaliar a influéncia do gendtipos de DARC na prevaléncia e incidéncia

de malaria por P. vivax;

3. Avaliar a influéncia dos gendtipos DARC na resposta imune especifica,
com énfase na resposta de anticorpos convencionais e funcionais
contra a PvDBP.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Area de estudo

O estudo foi desenvolvido no assentamento agricola de Rio Pardo
(1°46’S, 1°54’S, 60°22’0, 60°10’0), localizado no municipio de Presidente
Figueiredo, estado do Amazonas (Kano et al., 2012). A localidade rural de Rio
Pardo fica a aproximadamente 160 km de Manaus, com acesso pela rodovia
(BR-174) que liga o estado do Amazonas ao estado de Roraima (Figure 6A e
6B). O assentamento agricola foi oficialmente criado em 1996, pelo Instituto
Nacional de Colonizagédo e Reforma Agraria (INCRA), como parte dos grandes
projetos de colonizacdo da Amazénia focados na agricultura e ocupagao
humana da regido (deCastro et al., 2006). No assentamento de Rio Pardo, a
populacdo vive principalmente da agricultura de subsisténcia e pesca. A
qualidade das habitagdes foi considerada inadequada, aumentando assim a
exposicao ao mosquito vetor. Os servicos de saude disponiveis sio restritos,
apenas um posto de diagnodstico de malaria, administrado pelo municipio,
fornece o diagndstico e tratamento gratuito para os moradores da area. Na
localidade, a temperatura média anual € de 31°C, com clima umido e
precipitacdo média anual de 2.000 mm por ano (Figura 5). Existem duas
estacdes bem definidas: um periodo chuvoso (Novembro a Maio) e um periodo
de seca (Junho a Outubro). O assentamento é composto por 7 areas
denominadas “ramais”: Principal, Samuel, Novo Paraiso, Gusmé&o, Terra Preta,
Taxista e Novo Progresso - que inclui as familias assentadas de ambos os
lados de vias ndo pavimentadas. Além disto, tem uma populagao ribeirinha,
que vive as margens do Igarapé de Rio Pardo (Figura. 6). Nesta area, um
recenseamento da populagdo (Outubro a Setembro de 2008) identificou 701
habitantes, onde 360 (51,4%) residiam nas areas de ramais e 341 (48,6%) no

Igarapé.
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Figura 5. Variagdo pluviométrica mensal na regido de Rio Pardo, Municipio de Presidente
Figueiredo, AM (Periodo: Maio de 2008 a Novembro de 2009). Os resultados foram expressos
como milimetros de chuva (mm), sendo as setas vermelhas correspondente aos cortes-

transversais realizados. Fonte:
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Kilémetros

Figura 6. A) Mapa do Estado do Amazonas, indicando a localizagdo do municipio de
Presidente Figueiredo e a capital do Estado, Manaus. B) Mapa demonstrando o plano de
assentamento agricola de Rio Pardo. O assentamento de Rio Pardo é composto por 8 areas
denominadas Ramais: Rio Pardo ou Principal (1), Samuel (2), Novo Paraiso (3), Gusmao (4),
Terra Preta (5), Taxista (7), Novo Progresso (8) e a comunidade ribeirinha do Igarapé do Rio
Pardo (6) (Adaptado de Kano et al., 2012).
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4.2 Delineamento experimental

O sangue para obtencgao de plasma e DNA foi obtido dos voluntarios de
acordo com protocolos aprovados pelo comité de ética do CPqRR (Protocolo
CEPSH/CPQRR No0.007/2006 e No. 07/2009). Os critérios gerais de inclusdo no
estudo foram: (i) participagéo voluntaria, através de consentimento por escrito;
(ii) residéncia permanente na area de Rio Pardo. O delineamento basico do
estudo envolveu uma coorte aberta, que teve seu inicio em Novembro de 2008
e foi encerrado em Novembro de 2009. Durante a primeira visita as areas
foram estabelecidos os seguintes procedimentos (linha de base): (i) aplicagcao
de um questionario estruturado para todos os voluntarios a fim de obter dados
demograficos, epidemioldgicos e clinicos; (ii) exames fisicos dos individuos,
incluindo temperatura corporal e avaliagédo do tamanho do figado e do baco; (iii)
busca ativa de pacientes com malaria diagnosticados através de microscopia
Optica (gota espessa); e (iii) coleta de sangue, sendo que dos individuos acima
de 5 anos de idade foi coletado sangue venoso (10ml em EDTA) e das criangas
com menos de 5 anos de idade, o sangue foi coletado em papel filtro no
momento do diagndstico. Seis e 12 meses apods o inicio do estudo (linha de
base), dois outros cortes-transversais idénticos foram realizados. Durante a
linha de base foram incluidos 541 individuos. Entretanto, durante o segundo
corte (entre Maio e Junho de 2009) foram incluidos na coorte mais 155
individuos e, no terceiro corte, mais 70 individuos (ocorrido entre Outubro e
Novembro de 2009). Com isto, um total de 766 individuos, correspondente a
cerca de 1.600 amostras, foram incluidos no estudo. Como a maior parte da
populagdo € nativa da regido amazbnica, a idade do individuo refletiu a
exposicao a malaria. Assim, foi estimada a exposicdo cumulativa do individuo
como sendo a duragcdo da residéncia em areas endémicas de malaria (no
estado do Amazonas ou em outro lugar de area endémica) e o numero de
episddios prévios de malaria. A infeccéo recente ao P. vivax foi estimada como
o0 numero de laminas positivas para o P. vivax, registrados no posto local de
diagndstico de malaria a partir dos seis meses antes da pesquisa de base
(Novembro de 2008).
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4.2.1 Obtencédo de plasma e DNA

Para a obtencdo das amostras, o sangue total dos individuos foi
coletado em tubos a vacuo contendo EDTA (Becton Dickinson, Rutherford, NJ),
e apo6s centrifugacdo (150 x g por 10min a 4°C), os soros/plasmas foram
aliquotados e conservados a -20°C até o uso. O DNA das amostras foi extraido
com um kit para purificagdo de DNA gendmico (PUREGENE®, Gentra
Systems, Minneapolis, USA). As amostras de DNA extraidas também foram

estocadas a -20°C até que fossem utilizadas.

4.3 Diagnostico de malaria

4.3.1 Gotaespessa

O diagnodstico de malaria foi feito através da técnica da gota espessa de
sangue corada por Giemsa em todas as amostras dos estudos. Microscopistas
bem treinados da comunidade de Rio Pardo estavam encarregados de
examinar o equivalente a 0,2 uL de sangue (o equivalente a 100 campos de
microscopia) e estimar a densidade parasitaria por microlitros de sangue. Para
garantia da qualidade, uma amostra aleatéria de 10% das laminas foi analisada

por um segundo microscopista treinado.

4.3.2 Extracao de DNA

4.3.2.1 Extracdo de DNA a partir de sangue total

A extracdo do DNA gendmico dos individuos foi realizada utilizando-se o
kit QIAGEN (PUREGENE®, Gentra Systems, Minneapolis, USA) de acordo
com as especificagdes do fabricante. Resumidamente, para cada 1 mL de
sangue total, acrescenta-se solugéo de lise para eritrocitos. Apos lise visivel, a
mistura foi centrifugada. O sobrenadante foi entdo removido e o material
ressuspendido em solucdo de lise celular. Nesta etapa, as amostras foram
estocadas na geladeira (4°C) e transportadas em gelo até o Laboratério de
Malaria/CPqQRR até onde foram realizadas as etapas seguintes de extracao.
Nesta préxima etapa, adiciona-se solucdo de precipitacdo de proteina. O
sobrenadante contendo o DNA soluvel foi precipitado em um tubo contendo
isopropanol P.A. absoluto (Merck). Em seguida, o DNA foi centrifugado, sendo
0 sobrenadante descartado. Adicionou-se etanol 70% (gelado) para a lavagem
do DNA seguido de centrifugacdo. O sobrenadante foi novamente descartado e
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apoés a completa evaporagao do etanol por aproximadamente 15 minutos, o
DNA foi hidratado com solugcdo de hidratacao (Tris-hidrometil aminometano,
EDTA) e foi incubado por uma hora a 65°C. O DNA extraido foi armazenado a -

20°C até o seu uso.

4.3.2.2 Extracdo de DNA mediante sangue total em papel de filtro

Para a extracdo do DNA gendmico em papel de filtro, utilizou-se o kit
QIAGEN QlAamp® DNA mini kit (PUREGENE®, Gentra Systems, Minneapolis,
USA), que apresenta grande eficiéncia na extragdo de DNA para esse tipo
especifico de amostra. A extracdo foi realizada de acordo com as
especificagées do fabricante. Resumidamente, um ou dois circulos de sangue
em papel de filtro foram cortados e colocados em microtubos (Eppendorf) de
1,5 mL. Foi adicionado tampao de lise celular ao tubo, que foi incubado. Foi
acrescentado da solugdo de proteinase K e a mistura foi homogeneizada e
incubada. Foi adicionado de tampdo de lise, os tubos foram novamente
homogeneizados e incubados. Em seguida, foi adicionado etanol P.A. (gelado)
e o material foi homogeneizado. Posteriormente, todo o material foi colocado
em uma coluna QlAamp spin. Os tubos foram centrifugados e, em seguida, os
tubos contendo o filtrado foram descartados e as colunas contendo os DNAs
foram colocadas em tubos novos de 2 mL. Foi adicionado tampao para a
lavagem do DNA e o material foi centrifugado. Em seguida, as colunas foram
colocadas em tubos novos de 2 mL e os tubos contendo o filtrado foram
descartados. Cada coluna foi colocada em novos microtubos do tipo eppendorf
1,5 mL e os tubos contendo o filtrado foram descartados. Foi acrescentada
agua destilada para eluir o DNA, em seguida o material foi incubado a
temperatura ambiente e centrifugado. Finalmente as colunas foram

descartadas e o DNA foi armazenado a -20°C até seu uso.

4.3.2.3 PCR em tempo real para diagndéstico de malaria

O protocolo de PCR em Tempo Real utilizado neste trabalho foi baseado
no descrito por Mangold e colaboradores (2005), com algumas modificagbes
realizadas pelo nosso grupo. O protocolo se baseia na detecgdo das quatro
espécies de plasmoédios humanos com a utilizacdo de apenas um par de

iniciadores consenso, desenhado para uma regido género-especifica da
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subunidade menor do RNA ribossomal do gene 18S. Tais iniciadores
amplificam fragmentos que variam no numero de nucleotideos e esses
diferentes tamanhos sao analisados e discriminados por meio de curvas de
dissociagcdo (Figura 7), que permitem a diferenciagdo das espécies de
plasmddios, onde a espécie P. malariae tem uma curva de melting em 73,5-
75,5°C, a espécie P. falciparum tem uma curva de melting em 75,5-77,5°C, a
espécie P.ovale possui sua curva de melting em 77,5-79,0°C e a espécie P.
vivax possui uma curva de melting em 79,0-81,0°C. As reagdes foram
realizadas em volumes de 20 uL, utilizando 100 a 200ng da amostra de DNA,
0,5 mM de cada iniciador, 2,5mM de MgS0O4 e 10 uL de SYBR Green PCR
master mix (Applied Biosystems, Califérnia, USA). As amplificacbes e a
deteccdo da fluorescéncia foram conduzidas no ABI PRISM® 7000 Sequence
Detection System (Applied Biosystems). As condigdes da PCR foram um ciclo
de 95°C por 10 minutos, 40 ciclos de 90°C por 20 segundos, 50°C por 30
segundos e 60°C por 30 segundos. As sequéncias dos iniciadores utilizadas
nesta reagao estdo especificadas na Tabela 2. Em todos os ensaios de PCR
foram utilizados como controles negativos amostras de DNA de individuos de
area livre de transmissdo, sabidamente negativos para malaria e como
controles positivos foram utilizados: (i) DNA de P. falciparum, proveniente de
cepa 3D7 de cultivo continuo mantido no Laboratorio de Malaria (CPqRR-
FIOCRUZ); (ii) DNA de P. vivax, proveniente de individuos de areas endémicas
de malaria com infeccdo aguda e parasitemia confirmada pela microscopia
Optica; (iii) DNA de P. malariae/P. brasiliensis, proveniente do Banco
Internacional de Reagentes de Referéncia de Malaria (www.mr4.org). Apds a
amplificacdo, os resultados foram observados através de curvas de dissociacao
resultantes da medicdo continua de fluorescéncia a 530 nm, onde a
temperatura foi aumentada gradativamente de 60°C a 95°C. Os picos de fusao
de cada fragmento amplificado foram visualizados plotando a derivada negativa
da fluorescéncia em funcdo da temperatura versus a temperatura ( -dF/dT° vs
TO).
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Tabela 1. Sequéncia dos iniciadores utilizados para a reacdo de PCR em
tempo real

Nome dos Regido Sequéncia dos iniciadores Regido
Iniciadores

P1 5' TAA CGA ACG AGA TCT TAA 3

P2 5' GTT CCT CTAAGAAGCTTT 3

Fonte: Mangold et al. (2005)
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——P. malariae
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Figura 7. Curvas de dissociagdo obtidas por PCR em tempo real, com primers desenhados
para uma regido género-especifica na subunidade menor do RNA ribossomal, gene 18S. As
curvas foram obtidas a partir de DNA de cultura de P. falciparum, DNA de pacientes infectados
com P. vivax e DNA de P. malariae/P.brasiliensis e cedido gentilmente pelo MR4 (Malaria
Research and Reference Reagent Resource Center).

4.3.2.4 Diagnéstico de malaria pela Reacado de Nested PCR

Amostras de DNA foram amplificadas através da técnica de Nested-PCR
descrita por Snounou e colaboradores (1993), com modificagbes. Este

protocolo utiliza iniciadores que se anelam em uma regido género-especificas e

40
Torres LM




Materiais e métodos

espécie-especificas dentro da subunidade menor do RNA ribossomal, gene
18S. A Nested-PCR amplifica na primeira reagdao um fragmento de 1200 pb
(iniciadores género-especifica) e na segunda reagéo s&o utilizados iniciadores
complementares as regides espécie-especificas, sendo o tamanho dos
fragmentos amplificados e seus iniciadores descritos na Tabela 1. As reagdes
foram realizadas em volumes de 20 uL utilizando-se: 80 ng de amostra de
DNA, 250 nM de cada um dos iniciadores, 10 yL de Master Mix (PROMEGA -
0,3 U Taq DNA Polimerase, 200 yM de cada um dos dNTPs e 1,5 mM MgCI2).
As amplificagdes foram realizadas no termociclador PTC-100™ Version7.0 - MJ
Research e as condigbes da PCR foram, para a primeira reacao: 24 ciclos de
95°C por cinco minutos, 58°C por dois minutos, 72°C por dois minutos e
extensdo final a 72°C por cinco minutos. A segunda reacgéo foi realizada nas
mesmas condigdes anteriores, porém com 29 ciclos utilizando 0,5 pyL do
produto da primeira reagcdo. A visualizagdo dos fragmentos amplificados foi
feita em eletroforese em gel contendo 2% de agarose (Invitrogen) dissolvida
em tampao TAE 1x (40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA), sendo adicionados 5
pg/mL de brometo de etidio (Invitrogen). As amostras de DNA foram
misturadas em tampao de amostra (0,25% azul de bromofenol, 40% sacarose)
e aplicadas em cada uma das canaletas do gel de agarose. A corrida
eletroforética foi realizada em um sistema horizontal (Bio-Rad) a 100 V, por
cerca de 40 minutos. O gel foi analisado em transluminador ultravioleta (UVP -

Bio-Doc it System) e arquivado em sistema digital.
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Tabela 2. Sequéncias de iniciadores e tamanho dos fragmentos amplificados
para o gene 18S ssuRNA dos parasitas da malaria na Nested-PCR.

Alvo PCR Nome dos Sequéncia dos iniciadores (5’-3') Tamanho do
Iniciadores fragmento
Plasmodium 1%reacdo  rPLU5 CCTGTTGTTGCCTTAAACTTC 1.200 pb
sp.
rPLUG TTAAAATTGTTGCAGTTAAAACG
Plasmodium 2%reagdo  rVIV1 GTT CCT CTAAGAAGCTTT 120 pb
vivax
rvIiv2 TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATATT
Plasmodium 2°reagdo  rFAL1 TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATATT 205 pb
falciparum
rFAL2 ACACAATGAACTTCAATCATGACTACCCGTC
Plasmodium 2%reacdo  rMAL1 ATAACATAGTTGTACGTTAAGAATACCGC 144 pb
malariae
rMAL2 AAATTCCCATGCATAAAAAATTATACAAA

Fonte: Snounou et al. (1993)

4.4 Determinacdo do grupo sanguineo DARC

4.4.1 Genotipagem do antigeno de grupo sangliineo DARC pela Reacéao

em Cadeia da Polimerase em tempo real

O protocolo de PCR em Tempo Real utilizado neste trabalho foi baseado
no descrito por nosso grupo (Sousa et al., 2007, com modificagbes). As
amostras foram processadas em placas oticas de 96 pocos (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). O volume final da reagédo foi de 20 pL
contendo 50-100 ng de DNA genbémico, 5 uyL SYBR® Green PCR master mix
(Biosystems), e 10 pmoles de cada primer (Biosystems). A amplificacéo e a
fluorescéncia foram detectadas utilizando ABI Prism® 7000 Sequence
Detection System (Applied Biosystems). As condigdes da PCR foram: um ciclo
de 95°C por 10 minutos, seguido de 35 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C
por 1 minuto. Apds a amplificacao, foi realizado um ciclo de dissociacdo com

variagao crescente de temperatura (60°C a 95°C).
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Os pares de iniciadores FY/RYA e FAB/RABGATA foram utilizados na
mesma reagcdao, como uma reacdao de PCR multiplex, bem como os pares
FY/RYB e FGATA/RABGATA. Os iniciadores RYA e RYB apresentam o
polimorfismo G125A na extremidade 3’ e juntamente com o iniciador senso FY
amplificam os alelos FY*A e FY*B, respectivamente. Para detecgcdo da
mutacdo T-33C na regidao promotora do gene FY, foram utilizados os
iniciadores FAB e FGATA, que amplificam juntamente com o iniciador

RABGATA, o promotor selvagem e mutado, respectivamente (Tabela. 3).

Tabela 3. Sequéncia dos iniciadores utilizados para a reagéo de genotipagem
de DARC por PCR em tempo real

Nome dos Regido Sequéncia dos iniciadores Regiéo
Iniciadores

FGATA 5' CCCGGGCCCGCCG CCC TCATTAGTC GGC 3

TCTTTC

FAB 5' CCCTCATTAGTC GGC TCTTTT 3
RABAGATA 5' A GGG GCA TAG GGA TAA GGG ACT 3

FY 5' C TCA AGT CAG CTG GAC TTC GAA GAT 3

RYA 5' AC CTG CTT CCA GGT TGG CTC 3

RYB 5' CTG CTT CCA GGT TGG CGT 3

Fonte: Sousa et al. (2007)

4.4.2 Genotipagem do Receptor DARC pela Reacdo em Cadeia da
Polimerase Alelo-Especifica (PCR-ASP)

Em casos de duvida foi utilizado este segundo método de PCR para
confirmacdo. A amplificacdo dos alelos FY*A, FY*B, FY*A® e FY*BES foi
realizada através da reacdo em cadeia da polimerase, utilizando iniciadores
alelo-especificos (Tabela 4) descrita por Olsson e colaboradores (1998). Os
pares de iniciadores FyAB2/FyAREV, FyAB2/FyBREV2, GATAFy2/FyAREV e
GATAFy2/FyBREV2 foram utilizados para detecgdo dos alelos FY*A, FY*B,
FY*AFS e FY*BF®, respectivamente. Para um volume final de reacgdo de 25uL foi
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utilizado 200ng de DNA gendmico, 0,2uM de cada iniciador, 200uM dNTPs,
4mM MgCI2, 1 U Taq DNA polimerase (Promega Corporation, Wisconsin, USA)
e o tampao 1X fornecido com a enzima. As amplificacbes foram conduzidas em
termociclador automatico PTC100TM Programmable Thermal Controler e as
condicbes da PCR foram: um ciclo de 5min a 95°C; quatro ciclos de 1min a
95°C, 1min a 69°C e 1min a 72°C; 31 ciclos de 1min a 95°C, 1min a 68°C e

1min a 72°C e uma extensao final de 5min a 72°C.

Tabela 4. Relagao dos iniciadores utilizados na genotipagem do receptor
DARC por PCR alelo-especifica (PCR-ASP)

Nome dos Regiao Sequéncia dos iniciadores Regiao
Iniciadores

FyAB2 5' CTCATTAGTCCTTGGCTCTTAT 3
FyAREV 5' AGCTGCTTCCAGGTTGGCAC 3
FyBREV2 5' AGCTGCTTCCAGGTTGGCAT 3
GATAFy2 5' CTCATTAGTCCTTGGCTCTTAC 3

Fonte: Olsson et al. (1998)

4.5Sequenciamento do Receptor DARC

Todos os individuos portadores do gendtipo FY*BES/FY*BE® (fendtipo DARC

negativo) tiveram seu receptor DARC sequenciados para confirmagéo.

4.5.1 Reacdo em Cadeia da Polimerase para Amplificacdo do DARC

Reacdes em cadeia da polimerase (PCR) foram realizadas para a
amplificacdo de um fragmento de 942bp do DARC. Os iniciadores utilizados
foram: senso — 5 TCAAAACAGGAAGACCCAAG 3 e anti-senso — %
TTCATGCTTTTCAGACCTCT 3. As reacdoes de PCR foram realizadas em
volumes de 20ul, utilizando 100-200ng da amostra de DNA, 0,5uM de cada
iniciador, 1,25mM dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0,75mM de MgCl,, 1U
da enzima platinum Tag DNA polimerase high fidelity (Invitrogen, California,

USA) e o tampao 1X fornecido com a enzima. As amplificacbes foram
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conduzidas em termocicladores automaticos Mastercycler Gradient (Eppendorf,
Hamburg, Alemanha) e PTC100™ Programmable Thermal Controler (MJ
Research Inc., Massachusetts, USA). As condi¢gbes da PCR foram um ciclo de
3min a 94°C, seguido por 22 ciclos de 40s a 94°C, 40s a 60°C, 1min a 72°C, e

um ciclo de extensao final de 5min a 72°C.

4.5.2 Reacao de sequenciamento

As reagdes de sequenciamento foram realizadas utilizando o sistema
DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit for MegaBACE DNA
Analysis Systems (Amersham Biosciences, Little Chalfont, UK), baseado no
método de terminagcdo de cadeia com ddNTPs descrito por Sanger e
colboradores (1977). Nas reacbes de sequenciamento foram utilizados os
produtos amplificados pela PCR, tratados com o sistema de purificacdo de
PCR GFX-96 (Amersham Biosciences), seguindo as recomendagdes do

fabricante.

Resumidamente, para a reagao de sequenciamento adicionou-se a cada
poco de uma placa de 96 pocos até Sul de DNA (cerca de 100ng), 1ul de
iniciador (3,3uM dos mesmos iniciadores utilizados na PCR) e 4ul de
DYEnamic ET terminator mix contendo tampao, enzima, dNTPs e ddNTPs para
um volume total de 10ul de reagdo. As reagdes foram conduzidas em
termociclador automatico Mastercycler Gradient (Eppendorf) programado para
35 ciclos com desnaturacdo a 95°C por 20s e anelamento e extensao a 60°C
por 3min. O DNA foi precipitado adicionando-se 1ul de acetato de aménio 7,5M
e 30ul de etanol 96%. O homogeneizado foi incubado por 20min a 25°C e
centrifugado a 2500 x g por 45min a 25°C. O sobrenadante foi removido por
inversao da placa e o sedimento lavado com 100ul de etanol 70%. Apds
descarte do excesso de alcool, a placa foi centrifugada a 600 x g por 1 segundo
a 25°C sobre papel absorvente e o restante do alcool deixado evaporar por
cerca de 10min a temperatura ambiente. O DNA foi ressuspendido em 10ul de
tampéo (70% formamida, 1mM EDTA) e armazenado a 4°C. As reagdes de
sequenciamento foram analisadas através de eletroforese capilar utilizando o
sequenciador automatico de DNA MegaBACE (GE Healthcare, Little Chalfont,
UK) .
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4.5.3 Analise das sequéncias

Os polimorfismos de base unica (SNPs) foram identificados a partir do
alinhando das sequéncias do gene DARC com os programas ClustalW
(Thompson et al., 1994) e Contig Assembly Program (CAP) (Huang, 1992),
dentro do pacote de programas BioEdit Sequence Alignment Editor v.7.0.9
(Hall, 1999). No BioEdit, quando necessario foi realizada a edicdo manual do

alinhamento.

4.6 Proteinas recombinantes

Foram utilizadas no estudo de resposta imune duas proteinas
recombinantes de P. vivax a fim de detectar anticorpos. A por¢ado de 19 kDa
proteina recombinante merozoite surface protein-1 de formas sanguineas do P.
vivax (MSP1-19 em fusdo com 6xHistTag), foi gentiimente cedida Dra. Irene
Soares (Instituto de Ciéncias Bioldgicas, ICB, Universidade de Sao Paulo,
Brasil). Para a expressdo da proteina recombinante PvDBP, foi utilizado o
plasmideo pGEX-2T contendo as sequéncias codificadoras da regido Il a IV
(aa-177 a 815) da PvDBP, gentilmente cedido pelo Dr. John Adams (University
of South Florida, Florida, USA). O protocolo foi revisto por Ceravolo et al., 2005.

4.7 Ensaios de ELISA

Para avaliar os anticorpos IgG totais contra as proteinas recombinantes
PvDBP 1I-IV e MSP1-19, foram realizados ensaios de ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) conforme o protocolo bem estabelecido pelo grupo
(Ceravolo et al., 2005). Resumidamente, as placas de 96 pogos (Maxysorp,
Nunc, Denmark) foram sensibilizadas com 5 ug/mL de PvDBP II-IV ou 1 pg/mL
de PvMSP1-19, diluidas em PBS 1X (formula), durante 18h a 4°C. Apds a
sensibilizagdo as placas foram lavadas por trés vezes com PBS contendo
0,05% de tween 20 (Sigma-Aldrich). Para o bloqueio, foram adicionados 200 uL
de PBS-tween 20 com 5% de leite em pd desnatado. Apds 1h de bloqueio a
37°C as placas foram lavadas trés vezes com PBS-tween 20. Para cada poco,
100 pL dos soros-testes foram diluidos a 1:100 (PvDBPII-IV) ou 1:80 (PVMSP-

119) em tampdo PBS-tween 20 com 1,5% de leite em po6 (duplicatas) e
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incubados a 37°C por 1 hora. Apds incubacéo, as placas foram lavadas por dez
vezes € incubadas, novamente a 37°C por 1 hora, com 100 uL/pogo do
conjugado anti-lgG humano ligada a peroxidase (especifica para cadeia v,
Sigma-Aldrich) na diluicdo de 1:1.000. Apdés a lavagem, as placas foram
reveladas acrescentando-se 100 pL/pogo de solugdo contendo OPD (10
mg/tablete) (Sigma-Aldrich) diluido em 50 mL de tampéao citrato de sédio (0,1M
pH 5,0) na presencga de 40 uL de peroxido de hidrogénio (H202) a 30% (Sigma-
Aldrich). A reagao foi interrompida apds 15 minutos pela adicdo de 50 yL de
uma solugcao de acido sulfurico 4N. A leitura das placas foi realizada em um
leitor automatico de ELISA (Stat Fax-2.100, Awareness Tecnology, Palm City,
FL), onde a densidade otica (DO) foi medida em um comprimento de onda de
492 nm. A DO obtida utilizando o antigeno controle (GST) foi subtraida da DO
do antigeno-teste (PvDBPII-IV ou PvMSP-119), para que a DO especifica fosse
determinada. O resultado foi expresso em indice de Reatividade (IR= OD4gonm

da amostra testada dividido pelo valor do cut-off).

4.8 Transfeccdo de células COS-7 e ensaios de citoaderéncia

Para os ensaios de transfeccdo utilizou-se um plasmideo construido
previamente pelo nosso grupo de pesquisa que representa a variante de P.
vivax mais frequente no Brasil (Souza-Silva et al., 2010). Para os ensaios de
transfecgdo utilizou-se a lipofectamina e reagente Plus (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA), nas concentragdes e protocolos indicados pelo
fabricante. Resumidamente, as células COS-7 foram adicionadas as placas de
cultura de seis pogos (Nunc, Denmark) (1,5 x 105 células/pogo) e entéo
transfectadas com 0,5ug/pogo de DNA plasmidial e complexos de lipossomos
(5% de reagente Plus e 3% de lipofectamina) em meio de cultura DMEM
(Gibco-BRL Life Technologies, Rockville, MD) sem soro bovino fetal (SBF)
(meio DMEM incompleto). Este meio incompleto continha 25mM de bicarbonato
de sddio, 2mM de L-glutamina (Gibco, Invitrogen Corporation Rockville, MD,
EUA) e 25mM de Hepes (Sigma). Apds 6h de incubacdo do complexo
lipossoma-DNA (37°C, 5% de CO2 e 95% de umidade), o meio de transfecgéo
foi substituido por meio DMEM contendo 10% SBF (Gibco), 2mM de L-
glutamina (Gibco), 25mM de Hepes (Sigma-Aldrich), 25mM de bicarbonato de
sédio (Merck, Darmstadt, Germany), 100UlI/mL de penicilina e 100ug/mL de
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estreptomicina (Gibco), sendo as placas incubadas a 37° C. Apds 24 h, o meio
de cultura foi novamente substituido por meio DMEM completo, e a eficiéncia
da transfeccdo verificada por meio da visualizagcdo das células em um
microscopio de fluorescéncia. Quarenta e oito horas 20 apds a transfeccao, as
placas foram lavadas com meio DMEM incompleto, e as células incubadas com
os soros/plasmas-testes (37°C, 1h, 5% de CO2) diluidos em meio DMEM
incompleto. A diluicdo utilizada foi de 1:40, pois em ensaios prévios, essa
diluicdo apresentou a melhor inibicdo interagdo ligante-receptor quando
diferentes soros foram testados. Posteriormente, foram adicionados
200uL/pogo de uma solugéo a 10% de eritrocitos humanos O/DARC positivos
em meio DMEM completo e as placas incubadas a temperatura ambiente por
2h. Ao final da incubagao as placas foram lavadas, trés vezes com meio DMEM
incompleto, para que os eritrocitos ndo aderentes fossem retirados. Os
resultados foram expressos como porcentagem relativa de inibigdo (Ceravolo et
al., 2008).
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Figura 8. Ensaio de citoaderéncia ilustrando as células COS-7 expressando a PvDBPIl. (A) A
figura mostra a presenca de eritrocitos aderidos as células COS-7 transfectadas (rosetas)
através da ligacao Duffy/DARC. (B) A figura ilustra a auséncia de ligacao entre eritrécitos e as
células COS-7 transfectadas em fungdo da presenga de anticorpos inibitérios no soro.
Visualizagdo em aumento de 200x (Microscépio de fluorescéncia invertido e com contraste de
fase, Nikon, Melville, NY).

4.9 Anélise estatistica

O desenho experimental deste trabalho foi construido com a ajuda do
médico e epidemiologista Dr. Cor Jesus Fontes (UFMT), que colabora com
nosso grupo ha varios anos. Um banco de dados foi construido com as
informagdes obtidas dos pacientes (pacote estatistico EpiData 2002).
Dependendo da distribuicdo dos dados amostrais (distribuicdo normal ou nao )
testes estatisticos paramétricos ou ndo paramétricos foram utilizados. Assim,
os testes de analise de variédncia (ANOVA) ou Krukal-wallis foram utilizados
para comparar a diferenga de médias/medianas entre os grupos, seguido de
teste de Tukey ou Dunn como teste post hoc. O qui-quadrado (x?) ou teste
exato de Fisher foram utilizados para comparacdes de proporcdes entre os
grupos. As analises multivariadas foram realizadas para analisar a
independéncia das variaveis e excluir fatores de confusdo. A incidéncia de

malaria foi avaliada pela densidade de incidéncia, sendo calculada pela
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contribuicdo de cada individuo por tempo de acompanhamento no estudo (
casos novos por 1000 pessoas-més). Em todos os casos, as diferengas
foram consideradas estatisticamente significativas com nivel de significancia de
5% (p<0,05).
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5 RESULTADOS
5.1 Resposta de anticorpos anti-P. vivax na populacdo de Rio Pardo/AM

Dos 690 individuos estudados, mediana de idade 25 anos e proporgao
homens e mulheres 1.35:1, 70 (10%) estavam infectados no momento da
primeira coleta de sangue, sendo que 63 (9%) das infec¢cdes foram causadas
por P. vivax (Tabela 5). Nesse estudo, 631 individuos foram avaliados pela
presenca de anticorpos IgG contra a PvDBP e MSP149. Desses, 47% (297/631)
apresentaram anticorpos anti-PvDBP e 55% (346/631) anticorpos anti-MSP14g
(Tabela 5). Para ambos os antigenos, ndo houve diferenga na resposta de
anticorpos entre os individuos infectados e nao infectados (dados néo

mostrados).

Tabela 5. Dados demograficos, epidemiolégicos e de resposta de anticorpos
dos 690 individuos envolvidos no estudo (Novembro 2008 — Novembro 2009).

Caracteristica
Mediana de idade, anos 25 (11 - 45)
(intervalo interquartil)

Género (M:F) 1.35:1
Prevaléncia de malaria, n (%)?

P. vivax 63 (9)
P.falciparum 7(1)
Total 70 (10)

Anos de exposi¢cado a malaria, 22 (11 - 38)

mediana (intervalo interquartil)

Episddios prévios de malaria, 4(1-11)
mediana (intervalo interquartil)

Anticorpos, n=631 (%)°

Anti-PvDBP (positivo, %) 297 (47)
Anti-PvMSP1;4 (positivo, %) 346 (55)
Anti-Pv (positive, %) 451 (71)

@ A infeccdo malarica foi detectada pela microscopia convencional e/ou
PCR em tempo Real para o gene 18S rRNA (Mangold et al. 2005)

® Ntimero (%) de individuos com resposta positiva de anticorpos no
tempo de sua primeira coleta de sangue (Linha de base do individuo)
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5.2 Distribuicado de frequéncia dos gendtipos DARC na populacéo
estudada

Visando avaliar a distribuicdo dos genodtipos e alelos de DARC na
populacao estudada, o receptor DARC foi genotipado por PCR em tempo real
(Tabela 6). Na populacéo de Rio Pardo, o gendtipo FY*A/FY*B (29,6%) foi o
mais frequente, seguido dos gendtipos FY*A/FY*A e FY*A/FY*BES. Como
esperado, o gendtipo FY*BFS/FY*BFS, correspondente ao fendtipo DARC
negativo, foi pouco frequente na populagdo estudada (3%). De interesse, os
individuos DARC negativos apresentaram uma mediana de idade mais elevada
que aqueles pertencentes aos outros gendtipos e, historia de maior exposigcao

a malaria (Teste de Kruskall Wallis, p=0,006).
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Tabela 6. Distribuicdo do gendtipo de DARC pela idade, género e anos na area.

Genotipo de DARC

N = 690 FY*A/FY*B  FY*A/FY*A FY*A/FY*B®® FY*B/FY*B FY*B/FY*B®® FY*B™/FY*B®®
%) 204% (29.6) 160" (23.2) 139° (20.1) 93° (13.5) 73° (10.6) 219 (3.0)
n (7
M?frili?oairﬂjr iﬂ:giﬁ 21.0 25.0 23.0 34.0 32 44
a (9.0-38.0) (9.3-46.0) (13.0-43.0)  (16.0-46.0) (13.5-51.0) (13.0-58.0)
Género (M:F) 1.43:1 1.13:1 1.4:1 1.27:1 1.61:1 1.6:1
Mediana de anos
na area 19.5 22 20 28.5 25 31.5*
(interval interquartil) ~ (9.0-33.0) (9.0-44.5) (13.0-35.0)  (15.3-41.3) (12.8-43.5) (13.0-52.0)

ad As diferentes letras significam diferencas nas frequéncias do genétipo DARC (teste de x?, p<0,05).

* Estatisticamente significativo (mediana de idade : Teste Kruskal Wallis = 16,168 , p=0,006; mediana de anos na area:

Teste Kruskal Wallis = 14,088 , p=0,015)
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5.3 Influéncia dos gendtipos de DARC na susceptibilidade a infeccao
malaria e naresposta imune

Na linha de base do estudo, foi possivel observar que a frequéncia de
infeccdo malarica nao variou em fungdo do genotipo e/ou alelos de DARC do
individuo. Como mostrado na Tabela 7, as infecgcdes pelo P. vivax foram
igualmente distribuidas entre os diferentes gendtipos de DARC. Além disso,
nao houve diferenca quando comparados a frequéncia de infeccado malarica

distribuidas pelos diferentes alelos de DARC.

Tabela 7. Genotipagem de DARC nos individuos infectados pelo P. vivax (Pv)
e individuos nao infectados ou infectados por P.falciparum (Pf).

Genotipo DARC Alelo DARC
Individuos Individuos
Individuos infectados Individuos infectados
infectados com Pf ou infectados com Pf ou
com Pv nao com Pv nao
(n=37) infectados (n=74) infectados
(n=653) (n=1306)
FY*A | FY*A 9 (24.3) 151 (23.1) FY*A 39 (52.7) 624 (47.8)
FY*A /| FY*BES 7 (18.9) 132 (20.2) FY*B 24 (32.4) 439 (33.6)
FY*B/ FY*B 3(8.2) 90 (13.8) FY*BES 11 (14.9) 243 (18.6)
FY*B / FY*BES 4 (10.8) 69 (10.6)
FY*A |/ FY*B 14 (37.8) 190 (29.2)
FY*BES | FY*BFS* 0 21 (3.2)

*O gendtipo FY*BES/FYBE® nao fori incluido na analises pois é altamente resistente a
infeccao pelo P.vivax. Entre os outros genétipos nao houve diferenca estatistica entre os
grupos.

Para determinar a influéncia dos gendétipos de DARC na resposta imune,
avaliou-se tanto anticorpos detectados pela sorologia convencional (anti-
PvDBP e anti-MSP149 no ELISA), quanto pela sorologia funcional (anticorpos
anti-PvDBP inibitérios). A Figura 9 mostra que a frequéncia de resposta a

PvDBP foi semelhante entre os diferentes gendtipos de DARC. Embora,
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aparentemente os individuos DARC negativos apresentaram maior frequéncia
de resposta de anticorpos, quando comparados aos outros genotipos, essa
diferenca n&o foi estatisticamente significativa. Além disso, nenhuma diferenca
estatistica foi observada na magnitude de resposta de anticorpos contra a
PvDBP (Figura 10A) ou contra a PvMSP1 (Figura 10B).

Em relacdo aos ensaios inibitoérios, a frequéncia de respondedores variou
em fungado do alelo/gendtipo de DARC do individuo. Mais especificamente, os
resultados mostraram uma menor frequéncia de resposta de anticorpos
inibitérios anti-PvDBP em individuos carreadores de dois alelos funcionais de
DARC (teste do X? com corregdo de Yates, p = 0,0012). A Figura 11 ilustra a
menor frequéncia destes anticorpos em individuos que expressam o0s
antigenos Fya e Fyb em homozigose (FY*A/FYA, 26% e FY*B/FY*B, 22%).
Observou-se ainda uma resposta de anticorpos intermediaria entre individuos
com esses antigenos em heterozigose (FY*A/FY*B, 37%). Como esperado,

individuos DARC negativos n&o produziram anticorpos inibitérios.

Genétipode DARC

Dois alelos funcionais Um alelo funcional Nenhum alelo funcional
50,0% 53,8% 43 1% 53.3% 50.4%
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 75,0%
FY*AIFY*A FY*BIFY*B FY*A/FY*B FY*A/FY*BES FY*B/FY*BES FY*BES/FY*BES

n=140 n=89 n=184 n=129 n=70 n=20

47,85% 5584% 75,0%

\ \

Total n=413 Total n=199 Total n=20

indice de reatividade =1 3O =1<4 W >4

Figura 9. Resposta de anticorpos contra a PvDBP no ELISA em fungdo dos gendtipos e
numero de alelos funcionais de DARC. Estao representadas as frequéncia de anticorpos anti-
PvDBP em individuos incluidos na linha de base do estudo. Dois alelos funcionais (gendtipos
FY*AIFY*A, FY*B/FY*B e FY*A/FY*B), um alelo funcional (gendtipo FY*B/FY*B® e
FY*A/FY*B®®) ou nenhum alelo funcional (DARC negativos, gendtipo FY*B®S/FY*B®).

Positividade no ELISA foi definida pelo indice de reatividade maior que 1
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Figura 10. Frequéncia de resposta de anticorpos anti-PvDBP(A), anti-MSP1,9 (B) em relacao
aos genotipos de DARC. Nao houve diferencga estatistica entre os grupos.
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Genétipode DARC

* - * -
Dois alelos funcionais Um alelo funcional Nenhum alelo funcional
258% 22,1% 37.5% 46,4% 33,27% 0%
FYTAFY™A FY*BIFY*B FY*AFY*B FY*A/FY*BES FY*B/FY*BES FY*BES/FY*BES
n=19 n=18 n=16 n=16 n=17 n=17
0%
26 3% 51,5%
Total n=53 Total n=33 Total n=17

% Relativade inibigdo [ 1<50% [_150-70% [] 71-90% I =90%

Figura 11. Resposta de anticorpos inibitérios contra a PvDBP em fung&o dos gendtipos e
numero de alelos funcionais de DARC. Estdo representadas as frequéncia de anticorpos
inibitérios anti-PvDBP em individuos incluidos na linha de base do estudo. Dois alelos
funcionais égenétipos FY*A/FY*A, FY*B/FY*B e FY*A/FY*B), um alelo funcional (gendtipo
FY*B/FY*B® e FY*A/FY*B®®) ou nenhum alelo funcional (DARC negativos, genétipo
FY*BS/FY*BF®). O asterisco (*) significa que houve significancia estatistica verificada pelo teste
do qui-quadrado com corregéo de Yates, considerando um nivel de 5% de significancia. O
ensaio de inibigdo é considerado positivo quando a % de inibi¢édo relativa é = 50% (Ceravolo et
al., 2008)

5.4 Estudo Prospectivo

5.4.1 Avaliacédo prospectiva da influéncia do DARC na infeccdo maléarica
e naresposta imune

Dos 690 individuos estudados, 494 (71,6%) tiverem uma segunda ou
terceira amostra coletadas durante o segundo e/ou terceiro corte-transversal,
respectivamente. A Figura 12 ilustra o numero de casos agudos detectados ao
longo do estudo. Vale ressaltar que, como esperado, o numero de episddios de
malaria variou de acordo com o indice pluviométrico da regidao, sendo o maior
namero de casos detectados em novembro de 2008 (primeiro corte

transversal).
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Assim, avaliamos, prospectivamente, a influéncia do DARC na infecgao

malarica e na resposta imune.

-500
60+
s
2 -400
©
E 454
1]
2 -300
w
h=t
3 30
53 -200
()
1]
o
o 154
0] -100
E
3
b4
0 T T T | T T T T T r : 9
> » P L L D DD OO O O O S 9 9
PP ST SS O §
\&\@\ BQé 5\)\\ ?.C?\ Coe'Q ()\:'Q \;Od Qéb B'D(\\ (<2|\ \x\‘s\\ ?‘S)\\ @"D\ 3\)_‘& 5\$ N &

!

-e— Numero de episddios de malaria
—e— Pluviosidade em milimetros

» Cortes transversais

Figura 12. Relacdo entre o numero de casos de malaria e indice pluviométrico na regido de
Rio Pardo (AM). O grafico em linha azul indica a variagdo do numero de casos de malaria na
populacédo estudada (meses) e a linha verde indica a variagdo pluviométrica da regido no
mesmo periodo

54.1.1 Genotipos de DARC e infeccdo malarica

Em relagdo a incidéncia de malaria vivax - avaliada aqui como infecg¢ao por
1000 pessoas-més — nao houve diferenga entre os grupos pertencentes aos
diferentes gendtipos DARC (Tabela 8). De fato, a incidéncia de malaria variou
de 24,9 a 38,5 nos diferentes gendtipos, porém esta variagdo nao foi
estatisticamente significativa (em n° de casos/1000 pessoas-més). Quando
analisado o risco de infecgao pelo P. vivax dos individuos carreadores de cada
gendtipo de DARC, a variagado foi de 0,9 a 1,3. Portanto, sem nenhuma
diferenca estatistica estes grupos (Tabela 8). Vale ressaltar que individuos

carreadores do gendtipo FY*BES/FY*BE® (fendtipo DARC negativo) ndo foram
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incluidos nestas analises por serem altamente resistentes a infec¢ao pelo P.

vivax.

Tabela 8. Incidéncia anual de infeccéo pelo P. vivax em fungdo dos gendtipos
de DARC dos individuos estudados, Rio Pardo/AM. Junho de 2008-Novembro

de 2009
Incidéncia anual de P. vivax?
Genotipo de T
DARC ndices . ,
Pessoas- nb (casos/1000 Rliggcyroelc?lt ;vo P-value
mes pessoas-mes)
FY*ATFY*A 2.160 71 32.9 1,0 (0,8-1,4) 0,363
FY*A | FY*BFS 1.728 48 27.8 1,3 (0,9-1,8) 0,105
FY*B / FY*B 1.122 29 25.9 1,3 (0,9-2,0) 0,083
FY*B / FY*BF® 1.038 40 38.5 0,9 (0,6-1,3) 0,273
FY*A/ FY*B 2.532 88 34.9 referencia® -

% A incidéncia anual de maldria vivax foi calculada baseada no numero de casos de malaria em relagdo ao
tempo de contribuicdo (em meses) de cada individuo ao longo do estudo (12 meses)

® Nimero total de individuos infectados pelo P. vivax, detectado pela microscopia, PCR em tempo real e/ou
pelo sistema de vigilancia em malaria (SIVEP)

¢ O risco relativo foi calculado em relagéo ao genétipo FY*A/FY*B usado como referéncia

5.4.1._2 Polimorfismos de DARC e a resposta de anticorpos ao P.

vivax

Em um segundo momento, avaliou-se a resposta de anticorpos anti-PvDBP,
detectados no ELISA, nos 3 cortes transversais. Como ilustrado na Figura 13,
apos o primeiro corte (linha de base), observou-se uma redug¢ao na frequéncia
de resposta de anticorpos. Esta reducdo ocorreu em ambos o0s cortes
transversais subsequentes (6 meses e 12 meses) Este perfil de resposta
coincidiu com o periodo de baixa transmissao de malaria, caracterizado aqui
pela redugao do numero de casos de malaria. De importancia, esta queda de
anticorpos no ELISA se manteve o mesmo independente do gendtipo de DARC
(Figura 14).
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Figura 13. Resposta de anticorpos anti-PvDBP (ELISA) ao longo do estudo em relagdo ao
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numero de casos de malaria na regido estudada. As setas indicam os meses em que foram
realizadas as coletas de sangue para obtengdo do plasma; e o grafico em linha indica o
numero de casos de malaria na populagdo. Os graficos de pizza indicam a resposta de
anticorpos anti-PvDBP. IR= indice de reatividade do ELISA, sendo os resultados positivos IR>1
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Figura 14. Resposta de anticorpos contra a PvDBP, detectados pelo ELISA em fungdo do
numero de alelos funcionais de DARC. Estao representadas as frequéncia de anticorpos anti-
PvDBP dos individuos incluidos no estudo ao longo da coorte (zero, 6 e 12 meses). Dois
alelos funcionais (gendtipos FY*A/FY*A, FY*B/FY*B e FY*A/FY*B), 1 alelo funcional (gendtipo
FY*B/FY*B® e FY*A/FY*BF®) ou nenhum alelo funcional (DARC negativos, genétipo
FY*BES/FY*B®®). Os resultados estdo representados pela frequéncia de respondedores, sendo
o indice de reatividade > 1 considerado como positivo

5.2.1.3 Influéncia dos polimorfismos de DARC na resposta de
anticorpos inibitorios

Durante o estudo prospectivo, avaliou-se a influéncia do gendtipo do
receptor DARC na resposta de anticorpos bloqueadores da interacdo PvDBP-
DARC. Devido a complexidade da realizagdao dos ensaios inibitérios, o que
inviabilizaria a realizagdo destes com todas as amostras estudadas, optou-se
por selecionar uma amostra representativa da populacédo de estudo. Para isso,
selecionou-se 86 individuos pertencentes a diferentes gendtipos de DARC
(FY*A/FY*A, FY*A/FY*BES, FY*B/FY*B, FY*B/FY*BES e FY*A/FY*B). Isto
correspondeu a cerca de 17 individuos por gendétipo, sendo que 0s mesmos
foram pareados de acordo com as variaveis que poderiam influenciar na
resposta de anticorpos, tais como idade, sexo, exposicido a malaria e local de
residéncia (variaveis de confusdo). Além disso, todos os individuos
selecionados tinham resposta de anticorpos detectados na sorologia
convencional. Como o numero de individuos DARC negativos foi muito
pequeno, foram incluidas no estudo, todas as amostras de plasma referentes a
estes individuos (n = 17). Os resultados dos cortes transversais confirmaram os
dados obtidos na linha de base, isto €, uma menor frequéncia de resposta de
anticorpos inibitérios anti-PvDBP em individuos correspondentes a 2 alelos
funcionais de DARC (teste do qui-quadrado com corregcdo de Yates, p =
0,0012) (Figura 15).
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Figura 15. Resposta de anticorpos inibitérios contra a PvDBP em fungédo do nimero de alelos
funcionais de DARC. Estao representadas as frequéncia de anticorpos inibitérios anti-PvDBP
em individuos incluidos no estudo ao longo da coorte (zero, 6 e 12 meses). Dois alelos
funcionais ggenc')tipos FY*AIFY*A, FY*B/FY*B e FY*A/FY*B), 1 alelo funcional (gendtipo
FY*B/FY*B® e FY*A/FY*B®®) ou nenhum alelo funcional (DARC negativos, genétipo
FY*BES/FY*B®). Os simbolos * e ** significam que houve significancia estatistica verificada
pelo teste do qui-quadrado com corre¢ao de Yates, considerando um nivel de 5% de
significancia

O presente estudo permitiu avaliar ainda, a estabilidade da resposta de
anticorpos inibitérios ao longo dos 12 meses do estudo. Assim, foi possivel
demonstrar que a frequéncia de respondedores se manteve estavel ao longo
do tempo, e, portanto, o numero de casos de malaria e a sazonalidade da
transmissao na area estudada parecem néo ter afetado esta resposta (Figura
16).
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Figura 16. Representacdo da resposta de anticorpos inibitérios anti-PvDBP ao longo do
estudo em relagdo ao numero de casos de malaria na regido estudada. As setas indicam os
meses em que foram realizadas as coletas de sangue para obtencéo do plasma. O Grafico em
linha indica o nimero de casos de malaria registrados na regido. Os graficos de pizza indicam
a resposta de anticorpos inibitérios anti-PvDBP onde os diferentes tons indicam a % relativa de
inibicdo, como representado na legenda
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6 DISCUSSAO

Em geral, as populagdes que vivem na Amazdnia brasileira sao
consideradas susceptiveis a malaria, embora possuam diferentes niveis de
imunidade adquirida (Silva-Nunes et al., 2008; Ladeia-Andrade et al., 2009).
Com relagdo aos anticorpos anti-PvDBP, varios estudos, realizados tanto
em regides altamente endémicas (Michon et al., 2000; King et al., 2008)
quanto em areas de média e baixa endemicidade (Ceravolo et al., 2005;
Ceravolo et al., 2008; Souza-Silva et al., 2010), ttm demonstrado que uma
parte significativa da populagdo exposta ao P. vivax ndo desenvolve estes
anticorpos. Varios fatores podem contribuir para baixa resposta contra a
PvDBP, sendo os mais estudados, as variaveis ligadas ao parasito, tais
como, a baixa imunogenicidade e/ou limitada exposicdo da PvDBP ao
sistema imune e polimorfismos genéticos da proteina (Sousa-Silva et al.,
2010; Sousa et al., 2011). Contudo, fatores genéticos do hospedeiro
também podem contribuir para essa diferenca na resposta imune contra a
PvDBP. Dentre estes fatores, os polimorfismos no DARC sao candidatos
potenciais que poderiam influenciar nesta resposta imune; particularmente,
porque a invasao dos eritrécitos por este parasito € altamente dependente

deste antigeno.

A distribuicdo dos gendtipos do DARC na populagdo estudada, Rio
Pardo/AM, foi consistente com a heterogeneidade da origem étnica da
populacdo amazonica brasileira, com uma mistura de nativos americanos
(amerindeos), europeus e africanos (Perna et al., 2007; Palha et al., 2010).
No presente estudo, o gendtipo FY*A/FY*B foi o mais frequente. De fato,
este genotipo tem sido descrito como o mais frequente na maior parte dos
estudos realizados na Amazénia brasileira (Anexo 1). Como esperado, o
gendtipo FY*BES/FY*BFS, que caracteriza o fenétipo DARC negativo, estava
frequente na populacao estudada, porém em baixa proporg¢ao. Esse achado
€ consistente com o que tem sido descrito para a populagdo da Amazbnia
brasileira, e difere apenas do estudo realizado por Perna e colaboradores
(2007), em comunidades descendentes de escravos africanos, onde a

maior parte dos individuos carreia o gendtipo negativo (Anexo 1). Com
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relacdo a América Latina, apenas dois estudos foram realizados a fim de
descrever a distribuicdo do genodtipo de DARC nesta regido. Nestes
estudos, realizados na Argentina e na Coldbmbia, a distribuicdo do gendtipo
DARC foi heterogénea e consistente com perfil historico de colonizagéo
dessas regides. Na Argentina, o genétipo FY*BES/FY*BFS estava ausente,
enquanto na Coldmbia o gendtipo FY*BES/FY*BE® foi o mais frequente. Esse
fendbmeno corrobora com o background genético dessas populagbes onde
0s argentinos possuem componentes genéticos principalmente de
europeus, ja os colombianos (Costa pacifica) carreiam componentes
genéticos ligados a populacéo africana (Michon et al., 1998) . De fato,
estudos da distribuigdo geografica mundial do receptor DARC, demonstram
que o alelo negativo tem origem no continente africano, ja o alelo positivo
de DARC tem origem no continente europeu e americano (Howes et al.,
2011). Em resumo, o presente estudo avaliou a distribuicdo de DARC em
uma populagdo da Amazoénia brasileira, e esta distribuicdo foi consistente
com outros estudos realizados em regides semelhantes. Além disso, este
estudo corrobora com os estudos de distribuicido mundial deste receptor
que caracteriza as Américas e a Europa com a presenca principalmente dos
gendtipos positivos de DARC e o continente Africano com a presenca

principalmente de alelos negativos de DARC.

O receptor DARC influéncia na distribuicdo geografica da malaria
causada pelo P. vivax, ja que individuos que nao expressam este receptor
sdo altamente resistentes a malaria vivax. De fato, na Africa, por exemplo, a
prevaléncia e a incidéncia de infeccdo pelo P. vivax é muito pequena,
coincidindo com a alta frequéncia do gendtipo negativo do receptor DARC
(Battle et al., 2012). Diante disso, no presente estudo, avaliou-se a
prevaléncia e incidéncia da malaria vivax em relacdo aos genotipos de
DARC. Baseado na prevaléncia, bem como na incidéncia de infec¢ao pelo
P. vivax na comunidade de Rio Pardo/AM, no presente estudo, nio foi
possivel identificar associacdo entre os gendtipos de DARC e a protegao
contra a infeccdo por este parasito. Estes resultados diferem daqueles
descritos por King e colaboradores (2011), onde individuos carreadores do

alelo FY*B apresentaram um maior risco de infeccdo pelo P. vivax,
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enquanto naqueles carreadores do alelo FY*A o risco estava diminuido. As
razdes para esta diferenca nao estao claras, entretanto, no estudo de King
e colaboradores (2011) os individuos possuiam altas parasitemias (gota
espessa positiva) (Ferreira MU, informagéo pessoal), enquanto no presente
estudo foram incluidos uma proporg¢ao significativa de individuos com
baixas parasitemias (PCR positiva e gota-espessa negativa). Portanto, os
resultados aqui apresentados ndo descartam o efeito de que o receptor
DARC possa proteger contra elevadas parasitemias. Vale ressaltar que este
estudo concorda com os resultados recentes descritos por Carvalho e
colaboradores (2012) que nao encontraram diferenca na prevaléncia de
infeccdo malarica entre individuos DARC positivos e DARC negativos.
Portanto, a influéncia de DARC na susceptibilidade a infecgéo pelo P. vivax
nao estda completamente resolvida. Como a maior parte dos estudos
avaliaram apenas a prevaléncia de malaria, fazem-se necessarios mais

estudos de incidéncia a fim de esclarecer melhor esta questao.

No estudo de Carvalho e colaborados (2012), dois individuos portadores
do genétipo FY*BES/FY*BE® foram diagnosticados positivos para infeccéo
pelo P. vivax. De fato, a presenca de individuos DARC negativos infectados
com P. vivax ja tinha sido descrito no Brasil (Cavasini et al., 2007). Contudo,
no presente estudo nenhum individuo DARC negativo estava infectado pelo

P. vivax.

A PvDBP é o ligante do parasito responsavel pela interagdo com o
receptor DARC dos eritrécitos. Devido a importancia funcional desta
proteina e o fato de que a associagao entre a expressdo de DARC e
resposta imune ser pouco explorada (Herrera et al., 2005; Maestre et al.,
2010), avaliou-se aqui a influéncia do gendtipo de DARC na resposta de
anticorpos anti-PvDBP. O trabalho foi possivel gragas a um estudo inicial
do nosso grupo que caracterizou a populagdo de Rio Pardo/AM quando a
aspectos epidemiolégicos e de infeccdo malarica (Kano et al., 2012).
Diante disso, o presente estudo acompanhou esta populacdo por doze
meses. Na linha de base do individuo, como descrito por Kano e
colaboradores (2012), cerca de 50% dos individuos apresentaram
anticorpos anti-PvDBP e esta resposta estava fortemente relacionada ao

66
Torres LM




Discussao

local de moradia dos individuos. No entanto, no presente estudo, avaliou-
se também a resposta desses anticorpos durante os doze meses
subsequentes e, como esperado, esta resposta flutuou ao longo do estudo.
Isto pode ser explicado pela variacdo anual de incidéncia de chuva na
regiao de estudo, que sabidamente influencia nos niveis de transmissao de
malaria, ja que aumenta a formagdo de criadouros do mosquito vetor
(Galardo et al., 2009).

Em relacdo aos anticorpos detectados no ELISA, a frequéncia e os
niveis de anticorpos anti-PvDBP foram similares nos individuos
pertencentes aos diferentes gendtipos de DARC. Até o momento, um Unico
estudo sugeriu que individuos que apresentam apenas um alelo funcional
de DARC teriam uma maior frequéncia de anticorpos anti-PvDBP (Maestre
et al., 2010). Entretanto, este estudo foi conduzido em uma regido onde a
populagdo é, em sua grande maioria, afro-descendentes, portanto,
altamente resistentes ao P. vivax (DARC negativos). Além disso, naquele
estudo, um numero muito pequeno de individuos responderam a PvDBP
(17 de 233 individuos); consequentemente, 17 individuos respondedores
foram estratificados em 5 gendtipos de DARC, o que resultou em um ou
dois individuos distribuidos em cada grupo e, portanto, a analise estatistica

tornou-se pouco robusta e inconclusiva.

De relevancia, no presente estudo observou-se uma alta frequéncia de
resposta de anticorpos anti-PvDBP em individuos com o gendtipo
FY*BES/IFY*BES. De fato, o trabalho conduzido por Herrrera e colaboradores
(2005) também verificou elevada frequéncia de individuos DARC negativos
respondedores a PvDBP. Até o momento, ndo existe uma explicacédo para
o fato de individuos DARC negativos responderem a PvDBP. Entretanto,
Herrera e colaboradores (2005) sugerem que independente do gendtipo de
DARC dos individuos, eles estdo expostos a infecgdo por esporozoitos
desenvolvendo, portanto, a fase pré-eritrocitica do ciclo da malaria. Desta
forma, alguns merozoitos poderiam alcangar a corrente sanguinea.
Portanto, é possivel especular que alguns individuos DARC negativos
desenvolvem o ciclo eritrocitico da doenca embora em baixas parasitemias
(parasitemia subpatente). Nestes casos, o processo de invasdao dos
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eritrocitos pelo merozoito permanece desconhecido e, esta segunda rota

utilizada pelo P. vivax pode ser também dependente da PvDBP.

Apesar da importancia da PvDBP como um antigeno candidato a vacina
antimalarica, estudos de resposta imune funcional em populacdes
humanas ainda s&o escassos. Parte da dificuldade se deve a complexidade
da realizacdo de ensaios inibitorios, e a necessidade de quantidade
significativa de plasma dos individuos. Neste contexto, este estudo € o
primeiro que avalia a influéncia do receptor DARC na resposta de
anticorpos inibitérios anti-PvDBP. Aqui, foi possivel demonstrar uma menor
frequéncia desses anticorpos em individuos carreadores de dois alelos
funcionais de DARC. Estes achados sao importantes, ja que este é o
primeiro estudo que avalia o papel funcional do DARC na resposta imune
bloqueadora. Entretanto, as razdes para esta diferenca de frequéncias de
resposta ainda sao desconhecidas. Ja se sabe que individuos que
expressam um alelo funcional de DARC possui uma menor expressao
deste receptor na superficie dos eritrécitos (Woolley et al., 2000;
Yazdanbakhsh et al., 2000; Zimmerman et al., 1999). Desta forma, é
possivel que nestes individuos o parasito tenha dificuldade de interagir com
o receptor DARC tornando a PvDBP mais exposta. Portanto, isso poderia
possibilitar a produg¢do de uma maior quantidade de anticorpos. Este
fendmeno podera ser melhor estudado com o desenvolvimento do cultivo in

vitro do P. vivax.

A maioria dos estudos relacionados a resposta imune anti-PvDBP s&o
realizados em areas altamente endémicas e, desta forma, avaliar a
persisténcia de anticorpos contra essa proteina na auséncia de nova
infecgao torna-se dificil. Em um estudo realizado pelo nosso grupo em uma
area nao endémica, em um pequeno foco de transmissao autéctone de P.
vivax, demonstrou que os anticorpos contra a PvDBP s&o de vida curta
(Ceravolo et al., 2009). No presente estudo ndo foi diferente, os niveis de
anticorpos I1gG anti-PvDBP (detectados no ELISA) acompanharam a
variagao da transmissao de malaria na regidao. Por outro lado, verificou-se
no presente trabalho que o perfil de resposta de anticorpos inibitérios foi
estavel ao longo dos 12 meses de acompanhamento, independentemente
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de o individuo possuir um ou dois alelos funcionais de DARC. Assim,
apesar de poucos individuos serem capazes de desenvolver anticorpos
bloqueadores da interagdo PvDBP-DARC, essa resposta uma vez
adquirida, permanece estavel ao longo do tempo, independentemente do
gendtipo do receptor DARC. Estes achados sao relevantes do ponto de
vista do desenvolvimento de uma vacina, ja que a estabilidade da resposta
imune é altamente desejada em ensaios vacinais. O grande desafio sera
identificar o(s) fator(s) resposnaveis pelo desenvolvimento desta imunidade

especifica.
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7 CONCLUSOES

No presente estudo foi possivel concluir que:

1) Nao houve associacado entre os gendtipos de DARC e a infecgao pelo P.

vivax.

2) O gendtipo DARC nao influéncia na resposta de anticorpos 1gG anti-PvDBP
ou anti-MSP149. Independente do gendtipo de DARC, a resposta desses
anticorpos variou influenciada pela sazonalidade da transmissdo de malaria na

regiao,

3) O gendtipo de DARC influencia na resposta de anticorpos inibitorios da
interagdo ligante-receptor. Independente do gendtipo de DARC a resposta

desses anticorpos se mantém estavel por, pelo menos, doze meses.
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Anexo

9 ANEXO

Anexo 1 — Distribuigdo dos gendétipos de DARC em diferentes regides da America Latina

Genotipo DARC n(%)

(o}
aAr;J;[)Osrtr(gl) Regiao FY*A/FY*B FY*A/FY*A  FY*A/FY*B®® FY*B/FY*B FY*B/FY*BF® FY*BES/ FY*BES
Cavasini et al.,
2001 RO/Brasil 27 (21,3) 31(24,4) 13 (10,2) 29 (22,8) 20 (15,7) 7 (5,6)
n=118
Cotorruelo et al., Rosario/
2008 A . 80 (39) 60 (29,1) 9(4,4) 51 (24,7) 6 (2,8) 0
_ rgentina
n=206
Cavasini et al.,
2007 AP, PA,RO 199 (32,1) 94 (15,1) 96 (15,4) 117 (18,8) 96 (15,4) 20 (3,2)
n=622 e AC/ Brasil
Perna et al., 2007
n=95 AM/Brasil 6(6,3) 9(9,5) 25 (26,3) 1(1,1) 12 (12,6) 42 (44,2)
Maestre et al., Turbo,
2010 Apartado/ 52 (22,3) 21 (9,0) 30 (12,8) 34 (14,6) 36 (15,5) 60 (25,8)
n=233 Colébmbia
Albuquerque et al.,
2010 AM/Brasil 201(40,4) 139 (28,0) 36 (7,2) 80 (16,1) 32 (1,6) -
n=500
King f,i?'gbzo” AC/Brasii 140 (350) 52 (13,0) 35 (8.8) 87 (21,8) 76 (19,0) ;
Carvalho et. al.,
2012 PA/Brasil 191 (28,2) 173 (25,5) 105 (15,5) 94 (13,9) 86 (12,7) 29 (4,3)
n=678
Torres, 2013 .
1=690 AM/Brasil 204 (29.6)  4g0 (23 2) 139 (20,1) 93 (13,5) 73 (10,6) 21 (3,0)
AM: Amazonas; RO: Rondbnia; AP: Amapa; PA: Para; AC: Acre, que correspondem aos estados brasileiros.
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