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RESUMO

A malaria ¢ uma das principais causas de morbidade e mortalidade nas
areas tropicais e subtropicais do mundo. O desenvolvimento de uma resposta
imune eficaz ¢ capaz de reduzir a mortalidade e os sintomas clinicos da doenga.
No entanto, este ¢ um processo complexo, € um dos objetivos dos imunologistas ¢
entender as razdes pelas quais os individuos diferem em suas respostas imunes
contra o parasito. O objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia de
polimorfismos em genes coestimulatorios do sistema imune na resposta imune
humoral contra proteinas de estagio sanguineo do Plasmodium vivax, principal
espécie causadora de malaria no Brasil. Para tanto, nés genotipamos, pelo método
de PCR-RFLP, nove SNPs em sete genes (CD28, CTLA4, ICOS, CD86, CD40,
CD40L e BLYS). A amostra foi constituida por 227 individuos infectados com P.
vivax no municipio de Goianésia do Pard, no Estado do Pard. As respostas de
anticorpos IgG especificos contra as proteinas N- (ICB2-5) e C-terminal (MSP-
119) da MSP-1, da DBP e da AMA-1 do P. vivax foram determinadas por ELISA.
IgM e as subclasses de IgG contra a ICB2-5 também foram avaliadas. Para
estudar os polimorfismos dos genes coestimulatorios, nos primeiramente
investigamos o impacto da estratificacdo da populacdo na distribui¢do dos
polimorfismos com o auxilio de marcadores informativos de ancestralidade e
demonstramos que a frequéncia dos SNPs ICOS +1564T>C, CD40L -726T>C e
CD86 +1057G>A varia de acordo com a ancestralidade. Polimorfismos em genes
coestimulatorios foram associados com a resposta de anticorpos contra proteinas
do estagio sanguineo do P. vivax, mais especificamente contra a DBP, e as
porcdes N- e C-terminal da MSP-1. Além disso, haplotipos formados pelos genes
CD28, CTLA4 e ICOS foram associados com a resposta de anticorpos IgG4 contra
a regido N-terminal da MSP-1. Este ¢ o primeiro estudo de associagdo genética

envolvendo polimorfismos em genes coestimulatorios com a resposta imune



humoral contra o P. vivax. Esses dados acrescentam informagdes importantes que

poderao auxiliar na compreensao dos aspectos imunologicos da malaria vivax.

Palavras-chave: Malaria. SNPs. Imunogenética. Coestimulagdo. MSP-1. AMA-1.
DBP.



ABSTRACT

Malaria is one of the main causes of morbidity and mortality in the tropics and
subtropics areas of the world. Although the immunity is only partial, it is
important in reducing the amount of illness and death caused by malaria.
However, the immunity against malaria is complex, and one of the main goals of
vaccine developers is to understand why people differ in their immune response to
the parasite. The present research aims to investigate the genetic mechanisms
related to humoral immune response against P. vivax blood stages antigens,
predominant malaria species in Brazil. Nine single nucleotide polymorphisms
(SNPs) in 7 genes (CD28, CTLA4, ICOS, CD86, CD40, CD40L e BLYS) were
determined by PCR-RFLP. A total of unrelated 227 individuals infected with P.
vivax from the Goianésia do Pard, Para state, participated in this study. Level
and prevalence of IgG antibodies against N-terminal (ICB2-5) and C-terminal
(MSP-1,9) regions of MSP-1, DBP and AMA-1 of P. vivax were measured by
ELISA. First, we evaluate the influence of genomic ancestry on distributions of
co-stimulatory genes polymorphisms in an admixed Brazilian population using
ancestry informative markers. ICOS, CD40L and CD86 polymorphisms were
associated with genomic ancestry. There were significant association between
CD28 -372G>A, ICOS +1564T>C, and CD40L -726T>C SNPs with antibodies
anti-DBP prevalence. Moreover, CD40 -1C>T and CD86 +1057G>A SNPs were
associated with antibody levels anti-PvMSP-1 ;9. The CD28 -372G>A and CD40 -
1C>T SNPs were associated with IgM prevalence against ICB2-5. Haplotypes
formed by polymorphisms in CD28, CTLA4, and ICOS genes were associated
with 1gG4 antibodies against ICB2-5. This is the first study to associate
polymorphisms in costimulatory genes with humoral immune response against P.
vivax. These data may add important information for understanding the

immunological aspects involved in vivax malaria.
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Introducao

1. INTRODUCAO

1.1 Malaria — Consideracdes gerais

A maléria é uma doenga parasitaria causada por protozoarios do gé€nero
Plasmodium transmitidos naturalmente ao homem pela picada de fémeas de
mosquitos do género Anopheles Meigen, 1818. Estes parasitos pertencem ao
Reino Protista, Filo Apicomplexa, Classe Sporozoea, Ordem Hemosporidiida,
Familia Plasmodiidae e Género Plasmodium Marchiafava e Celli, 1885. Dentre as
diferentes espécies, cinco sdo reconhecidamente agentes etioldogicos da malaria
humana: Plasmodium vivax Grassi e Feletti, 1890, Plasmodium falciparum
Welch, 1897, Plasmodium malariae Laveran, 1881, Plasmodium ovale Stephens,
1922 e Plasmodium knowlesi Sinton e Mulligan, 1932 (WHO, 2013).

Os dados disponiveis sobre a ocorréncia de malaria, em todo o mundo, sdo
bastante imprecisos. No entanto, todas as estimativas sdo muito elevadas (SNOW
et al., 2005; CARTER e MENDIS, 2006; WHO, 2013). Segundo a Organizacao
Mundial de Saude, ocorreram 207 milhdes de casos de malaria em 2012,
resultando em aproximadamente 627 mil mortes, principalmente de criangas
menores de cinco anos residentes na Africa (WHO, 2013). Embora a grande
maioria dos casos ocorra no continente africano, a doenca encontra-se
amplamente distribuida na América Latina, Sudeste Asiatico e Oceania (Figura 1),
sendo que 103 paises no mundo possuem areas de risco de transmissao de malaria
(WHO, 2013).

Nas Américas, a transmissdo ocorre em 21 paises, estimando-se que 120
milhdes de pessoas vivem em areas com distinta intensidade de transmissao, ja
que diferem em caracteristicas sociais, econdmicas e ecologicas. No ano de 2012
foram registrados 469 mil casos de malédria nas Ameéricas, € o pais com maior
contingente de casos notificados foi o Brasil (52%), seguido pela Colombia (13%)

e Venezuela (11%) (WHO, 2013).
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Figura 1 — Paises ou areas com risco de transmissdo de malaria, 2011.
Fonte: WHO (2013).

1.2 Epidemiologia das espécies causadoras de malaria no Brasil: P. vivax, P.

falciparum e P. malariae

O P. vivax é uma espécie amplamente distribuida no mundo, ocorrendo
principalmente em regides tropicais e subtropicais. A maior propor¢do do nimero
de casos acontece no Sul e no Sudeste da Asia (provavelmente mais de 80% das
infecgdes) embora exista forte suspeita de que as infecgdes do continente africano
ndo sejam corretamente notificadas (GUERRA et al., 2006; ROSENBERG,
2007). Nas Américas, apesar do numero de maldria vivax comparativamente
inferior em relagdo ao continente asiatico, esse plasmodio responde por mais de
65% de todos os casos (WHO, 2013) trazendo prejuizos significativos ao
desenvolvimento socioecondmico da regido.

A distribuigdo geografica do P. falciparum se sobrepde a do P. vivax,
exceto em regides temperadas, tais como na peninsula coreana, devido ao fato do
P. vivax completar seu ciclo de desenvolvimento em regides mais frias. Outra

excegdo ocorre em regides da Africa Subsaariana, mas por outra razdo - uma
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grande parcela da populagdo ndo apresenta o antigeno Duffy, um receptor
eritrocitico que permite a invasdo do P. vivax (MILLER et al., 1976). Nestas
regides, o P. falciparum ocasiona mais de 90% dos casos, o que contribui para a
grande mortalidade registrada neste continente. Isso porque quase todas as
complicacdes e mortes relacionadas a malédria sdo associadas a esta espécie
(WHO, 2013).

O P. malariae teve prevaléncia maior no passado. Hoje, sua distribui¢ao
estda quase que limitada a Africa e, mais raramente, no Pacifico Oeste e nas
Américas do Sul e Central (CARTER e MENDIS, 2002). Nas areas endémicas da
Africa, geralmente as infec¢des por P. malariae sio mistas com o P. falciparum.
Nas Américas, acredita-se que a maléria ocasionada por este agente pode ter
carater zoonotico, uma vez que P. malariae compartilha identidade genética com
o parasito de primatas P. brasilianum Gonder ¢ Berenberg-Gossler, 1908
(AYALA et al., 1999) observado na América do Sul principalmente em simios
das familias Cebidae e Atelidac (DEANE et al., 1969; DEANE, 1992; FANDEUR
et al., 2000). Interessantemente, tanto simios quanto humanos apresentaram altos
niveis de soropositividade a antigenos do P. malariae/ P. brasilianum (VOLNEY

et al., 2002; DUARTE et al., 2006).

1.3 Situacao da malaria no Brasil

Até o final do século XIX, a maldria estava presente em todo o territdrio
nacional, com excecdo de algumas areas da regido Sul (BARCELAR, 1963). Apods
o Brasil adotar a estratégia de erradicagdo da malaria, preconizada pela
Organizacdo Mundial de Satde, a doenca foi eliminada em diversos Estados e
encontrou seus menores indices no inicio da década de 1960, quando cerca de 37
mil casos foram registrados. A partir de entdo, a incidéncia da malaria voltou a ter
um aumento progressivo, atingindo, em 1999, aproximadamente 610.000 casos

(OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010) (Figura 2).
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Figura 2 — Numero de casos de malaria vivax e malaria falciparum no Brasil, entre os anos de
1959 ¢ 2012.
Fonte: SIVEP-Malaria (2013).

Na década de 80 a incidéncia da malaria, em ascensdo, teve como causa
principal o processo de desenvolvimento e de ocupacdo da Amazodnia. Isso porque
neste periodo iniciou-se um intenso fluxo migratério, na grande maioria de
pessoas das regides Nordeste, Centro-Oeste e Sul do pais, sem imunidade
adquirida. Geralmente, neste grupo populacional, a primo-infec¢do por P.
falciparum apresentava maior letalidade (SABROZA, 1985), conforme
corroborado pela tendéncia ascendente de mortalidade e letalidade neste mesmo
periodo. Tendéncia esta, acrescida também, pela incipiente estrutura de servigos
de saude nas areas de colonizacao recente, a dificuldade de acesso aos servicos de
saude existente e o dificil acesso dos profissionais de satde a localidade
(OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010).

Nos ultimos anos houve um declinio da incidéncia da doenca e, no ano de
2012, foram registrados aproximadamente 242 mil casos de malaria, sendo que
quase a totalidade destes originarios da Amazonia (SIVEP-MALARIA, 2013). De
fato, a maioria € registrada na regido Norte nos Estados do Para, Amazonas,
Rondonia, Acre, Amapa e Roraima. No entanto, ndo se apresenta distribuida

uniformemente uma vez que sdo detectados niveis diferenciais de transmissao da
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doenga entre certas areas (SIVEP-MALARIA, 2011) (Figura 3). Estas
particularidades epidemioldgicas decorrem, principalmente, das diversas formas
de ocupagdao do solo e modalidades de exploragdo econdmica dos recursos
naturais, bem como da distribuicdo vetorial e das caracteristicas genéticas da
populacao (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010).

Tal declinio sofreu influéncia das atividades de controle, sem davida, mas
outros fatores estiveram seguramente envolvidos, como a mobilidade
populacional. Com o esgotamento de varias atividades econdmicas nas areas
rurais da regido Amazonica, principalmente o garimpo artesanal, a regido tornou-
se palco de movimentos migratérios do campo para as cidades (CERUTTI-
JUNIOR, 2007). Com condi¢des menos favoraveis de transmissao, o nimero de
casos urbanos tende a ser menor do que aquele observado na area rural. Por outro

lado, tais movimentos migratdrios ensejam a eclosdo de surtos de malaria urbana

(SIVEP-MALARIA, 2011).
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Figura 3 — Mapa de risco de transmissdo de malaria por municipio de notificagdo segundo
estratificacdo epidemioldgica de risco no Brasil, 2011.
Fonte: SIVEP-MALARIA (2011).
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Na regido Extra-Amazonica, tém sido registrados surtos de maldaria
decorrentes da introducdo da doenga por migrantes infectados oriundos das areas
de transmissdo (SIVEP-MALARIA, 2011). Esse quadro é preocupante uma vez
que toda a regido Extra-Amazonica ¢ receptiva para transmissao de malaria e os
servigos de vigilancia em satide de alguns municipios sdo carentes de estrutura
adequada para enfrentar o problema. Outro desafio que se impde aos programas
de controle ¢ a eliminacao de casos autoctones esporadicos que ocorrem em areas
focais restritas. Grande parte destes casos estd localizada em areas cobertas pela
Mata Atlantica nos Estados do Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sao Paulo e Bahia
(OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010). Em regides de Mata Atlantica a malaria
esta associada a existéncia de plantas da familia Bromeliaceae, que funcionam
como criadouros de anofelinos do subgénero Kerteszia Theobald, 1905. A malaria
associada a estes vetores, causada por P. vivax ou P. malariae, apresenta quadro
bem especifico com parasitemias baixas, sintomas moderados e transmissao
isolada (CURADO et al., 1997).

Em relagdo as espécies de Plasmodium, com o surgimento de resisténcia
do P. falciparum a cloroquina, o nimero de infec¢des de malaria provocadas por
esta espécie ultrapassou o nimero de casos de P. vivax, durante o periodo de 1984
a 1988. A partir deste, outro perfil epidemioldgico foi observado, no qual o P.
vivax novamente figura como a espécie predominante no Brasil (OLIVEIRA-
FERREIRA et al., 2010). Embora os motivos destas inversoes ainda ndo estejam
totalmente compreendidos, a utilizacdo da mefloquina ao tratamento de P.
falciparum pode ter contribuido para a queda do niimero de casos. Além disso, a
doenca provocada pelo P. vivax muitas vezes se manifesta de forma benigna,
levando o paciente a ndo aderir ao tratamento de maneira correta, ocasionando
recaidas, que aumentam as fontes de infeccdo e a quantidade de malaria
provocada por esta espécie. Soma-se a esse quadro a circulacdo de cepas de P.
vivax resistentes a antimaldricos tais como cloroquina e mefloquina (ALECRIM et
al., 1999). A partir de 2007, com a implantacdo de um novo esquema terapéutico,

um combinado de lumefantrine com um derivado de artemisinina (Coartem®),
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observa-se uma redu¢do no numero de casos de P. falciparum (SIVEP-
MALARIA, 2013).

Infecgdes por P. malariae sdo raramente registradas, e dificilmente
excedem 300 casos por ano (TAUIL e DANIEL-RIBEIRO, 1998), embora este
numero possa ser subnotificado na Amazonia brasileira. No Estado de Rondoénia,
por exemplo, 10% de positividade para P. malariae foram detectados no sangue
de 96 pacientes, com a utilizacdo da reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
(CAVASINI et al., 2000). Entre um grupo de garimpeiros do Mato Grosso, Fontes
(2001) detectou 1,1% de P. malariae por exame hemoscopico, enquanto Scopel e
colaboradores (2004), realizando PCR nestas mesmas amostras, ampliou tal
prevaléncia para 11,8%. Lorenzetti e colaboradores (2008), também via PCR,
encontraram em amostras de pacientes diagnosticados como infectados por P.

falciparum, infec¢des mistas com o P. malariae.

1.4 Ciclo de vida

O ciclo de vida do Plasmodium (Figura 4) ¢ constituido por uma fase
sexuada (esporogodnica), durante a qual ocorre a multiplicagdo dos parasitos nos
mosquitos do género Anopheles (hospedeiro definitivo) e uma fase assexuada
(esquizogbnica), onde ocorre a multiplicagdo no homem (hospedeiro
intermediario) em células parenquimatosas do figado (esquizogonia hepatica) ou
nos eritrocitos (esquizogonia eritrocitaria).

A infeccdo no homem inicia-se durante o repasto sanguineo do mosquito
fémea infectado, onde as formas infectantes (esporozoitos) sdo depositadas na
pele do hospedeiro, podendo permanecer neste local por varias horas antes de
encontrarem um vaso sanguineo (AMINO et al., 2006). Uma vez dentro da
corrente sanguinea, os esporozoitos invadem os hepatocitos onde crescem e se
multiplicam, diferenciando-se em esquizontes hepaticos. A esta fase, cuja duracao
depende da espécie de Plasmodium, dd se o nome de ciclo pré-eritrocitico. No

ciclo de vida do P. vivax e do P. ovale, os esporozoitos podem originar
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hipnozoitos, que permanecem nos hepatdcitos em um estado dormente, durante o
qual ndo se dividem, por um periodo que pode variar de trés semanas a um ano ou
mais antes que inicie a reprodugdo; caracterizando este fendmeno umas das causas
das recaidas da doenca (COSTA et al.,, 2012). A periodicidade dos surtos de
maldria por P. vivax pode ser explicado pela ativagdo de hipnozoitos latentes
proporcionado por infec¢des posteriores por P. falciparum (WHITE, 2011); e por
meio de evidéncias de epidemias simultaneas de febre tifoide e malaria sugere que
a febre tifoide pode ativar hipnozoitos (SHANKS e WHITE, 2013). Apos a
maturagdo dos esquizontes, milhares de merozoitos sdo formados e liberados na
corrente sanguinea envoltos pela membrana da célula hospedeira, sendo
denominados merossomos (PRUDENCIO et al, 2006). Posteriormente, os
merozoitos invadem os eritrocitos e apos esta invasdo, inicia-se o ciclo
eritrocitico, na qual os merozoitos se diferenciam em trofozoitos e estes por
divisdes sucessivas ddo origem aos esquizontes eritrocitarios. Apos lise do
eritrocito parasitado, sdo liberados novos merozoitos na corrente sanguinea, com
invasao ciclica de novos eritrocitos, resultando nos sintomas clinicos da doenca.
No caso do P. vivax, apenas os eritrocitos jovens (reticuldcitos) sdo infectados.
Alguns merozoitos, apos invasdo dos eritrocitos, ndo evoluem para esquizontes,
mas diferenciam-se nas formas sexuadas do parasito, os gametocitos feminino e
masculino.

Estes, em fase de maturagdo, se ingeridos pela fémea do mosquito durante
o repasto sanguineo, desenvolvem-se em seu estomago dando origem a
macrogametas e microgdmetas que, apds sofrerem mudangas morfologicas,
culminam na fertilizagdo. A macrogametogénese envolve a saida dos
macrogametocitos do interior dos eritrocitos presentes no sangue ingerido. Neste
momento, 0s gametas estdo sujeitos a ac¢do dos anticorpos do hospedeiro
vertebrado que podem ter sido juntamente ingeridos apds o repasto sanguineo,
bem como proteinas do sistema complemento (LENSEN et al., 1997; GULIA et
al., 2002), os quais podem bloquear ou reduzir a infectividade dos gametdcitos
(LENSEN et al., 1997; BHARTI et al., 2006). A fertilizagdao e a formagao do
zigoto ocorrem rapidamente (em até uma hora) (SIDEN-KIAMOS e LOUIS
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2004), com meiose subsequente imediata. Dentro de 24 horas o zigoto completara
seu desenvolvimento, originando o oocineto, que necessita ultrapassar o epitélio
do intestino para se alojar na membrana basal do o6rgdo, quando ¢ entdo
denominado oocisto. Este processo de divisao esporogonica representa a fase mais
longa e o Unico estagio de desenvolvimento extracelular do Plasmodium em seu
ciclo de vida, e resulta em milhares de esporozoitos. Apos sairem do oocisto, os
esporozoitos sdo liberados na hemolinfa do inseto, e irdo alcancar as glandulas
salivares, completando o ciclo evolutivo dos plasmodios no hospedeiro

invertebrado.
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Figura 4 — Ciclo de vida do Plasmodium sp no homem.
Fonte: Adaptada de < http//verc.res.in/malpar.html >. Acesso em 14 jun. 2009.

1.5 Imunidade naturalmente adquirida

As primeiras evidéncias de imunidade naturalmente adquirida contra a
malaria vieram de observagdes de Robert Koch, em 1900. Examinando a

frequéncia e a densidade parasitaria em duas populagdes distintas na ilha de Java,
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com diferentes niveis de transmissdo, Koch deduziu que a protecdo contra a
maldaria era adquirida apds sucessivo e ininterrupto contato com o parasito. Em
Sukabumi, area de baixa endemicidade, os casos de malaria eram observados em
individuos de todas as idades, enquanto que em Ambarawa, area de alta
endemicidade, os casos eram concentrados em criangas e raramente observados
em adultos. Posteriormente, Koch postulou que a imunidade naturalmente
adquirida ¢ 1) efetiva em adultos apos inumeros ataques, 2) labil, uma vez que
desaparece se o contato com o parasito for cessado, 3) espécie especifica, 4)
estagio especifica e, 5) adquirida em uma taxa dependente do grau de exposicao
(revisto em DOOLAN et al., 2009).

Em areas de intensa transmissao, criancas sao altamente susceptiveis a
doenga, sendo comuns infecgdes fatais durante os cinco primeiros anos de vida.
Ap0s este periodo, o nimero de episodios clinicos comeca a diminuir, e o risco de
mortalidade cai drasticamente, sendo raros os episodios de malaria grave na
adolescéncia. Ao atingirem a idade adulta, os individuos que sobreviveram aos
varios episodios de malaria adquirem imunidade clinica, apresentando baixas
parasitemias e sintomatologia ausente (EGAN et al., 1996; BLOLAND et al.,
1999). A visao mais amplamente aceita ¢ de que para alcancgar esta imunidade,
também conhecida como premunic¢do, varios anos de exposi¢ao continua com o
parasito sdo necessarios, consequéncia da diversidade antigénica do parasito, no
qual a exposi¢dao a um repertorio de cepas circulantes € necessaria para a protecao
completa, assumindo que a imunidade € essencialmente cepa especifica.

Entretanto, existem evidéncias que sugerem que a imunidade naturalmente
adquirida pode depender de fatores intrinsecos do hospedeiro relacionados a
idade. Adultos migrantes de regides livres de malaria para Irian Jaya, regido de
alta endemicidade na Indonésia, adquiriram rapida imunidade contra infecgdes por
P. falciparum, independente de prolongada exposicdo prévia, enquanto que as
criangas migrantes permaneceram susceptiveis a doenga. Apds 18 a 24 meses, a
distribuicao de casos de maldria entre adultos e criancas foi semelhante entre os
migrantes € os nativos de Iria Jaya (BAIRD et al., 1991). Curiosamente, esta

relacdo entre idade e sistema imune, evidenciada para infec¢cdes com P.
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falciparum, nao foi observada para infeccdes com P. vivax, uma vez que OS
adultos ndo adquiriram imunidade clinica mais rapidamente do que as criangas
(BAIRD, 1995), sugerindo que possam existir diferengas marcantes na maneira
como se desenvolve a imunidade naturalmente adquirida para o P. vivax
comparado ao P. falciparum.

De fato, a imunidade clinica contra o P. vivax parece ser adquirida mais
rapidamente do que para o P. falciparum. Em Papua Nova Guiné, que ¢ altamente
endémica tanto para o P. falciparum como para o P. vivax (MULLER et al.,
2003), infecgdes com P. vivax sdo predominantes em criangas com menos de dois
anos, diminuindo sua incidéncia rapidamente ap6s este periodo. Ja a incidéncia de
infecgdes com P. falciparum continua aumentando até o quarto ano de vida (LIN
et al., 2010). Aos cinco anos de idade a maioria das crian¢as adquire completa
imunidade clinica ao P. vivax, enquanto que ainda permanecem com consideravel
risco de adoecer devido ao P. falciparum (MUELLER et al., 2009). Diferengas
semelhantes sdo observadas na prevaléncia da infec¢do. A prevaléncia de P. vivax,
diagnosticada por microscopia, alcanga os maiores niveis em criangas com 4 a 7
anos, ¢ a prevaléncia de P. falciparum é mais alta em criancas de 7 a 10 anos
(MUELLER et al., 2009).

Diferenga na aquisi¢cao de imunidade entre P. vivax e P. falciparum nao foi
observada apenas em regides holoendémicas de Papua Nova Guiné, mas também
em outras areas, incluindo regides de baixa transmissao. Em estudos longitudinais
realizados na Tailandia (LAWPOOLSRI et al., 2010), Sri Lanka (MENDIS et al.,
2001) e Vanuatu (MAITLAND et al., 1996), a incidéncia de maldria causada pelo
P. vivax diminuiu significativamente com o passar da idade comparado com o P.
falciparum. Em um assentamento na regido Amazodnica brasileira, apesar de nao
ter sido observado qualquer efeito da idade na redugdo da incidéncia da malaria, o
risco de contrair maléria causada por P. vivax comegou a diminuir ap6os 5 a 6 anos
de residéncia na d4rea endémica, diferentemente do observado para o P.
falciparum, cujos casos comegaram a cair apds 8 a 9 anos de residéncia na area

endémica (da SILVA-NUNES et al., 2008).
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1.6 Imunidade naturalmente adquirida em areas de transmissdo instavel:

assintomaticos na Amazonia brasileira

Em individuos cujo contato com o parasito nao ¢ frequente, as infecgdes
quase sempre sdo sintomaticas, e os sintomas clinicos podem ser observados
mesmo na presenca de baixas parasitemias. Nestas dreas, onde a transmissao ¢é
considerada instavel, tal como a regido Amazonica, os mecanismos da imunidade
naturalmente adquirida tem sido pouco explorados. Em tais regides, relatos de
infeccdo assintomatica sdo relativamente recentes. Em um dos primeiros
inquéritos conduzido em 1995 por Andrade e colaboradores (1995), 70% de casos
de infecg¢des assintomaticas foram encontrados entre garimpeiros na Amazonia
brasileira, cujos individuos foram observados por 48 horas apds a detec¢do do
parasito pela gota espessa. Posteriormente, varios estudos demonstraram a
presenga de infecgdes assintomdticas na regido Amazonica, tanto no Brasil
(revisto em COURA et al., 2006), como no Peru (BRANCH et al., 2005; van
DEN EEDE et al., 2012) e Venezuela (LASERSON et al., 1999).

Apesar de, em muitos estudos, os infectados terem sido acompanhados
apenas por alguns dias apos a deteccao da infeccao, inequivocos casos de infeccao
assintomatica foram evidenciados apds longo periodo de acompanhamento. Por
exemplo, em comunidades ribeirinhas de um afluente do rio Negro, Sudrez-Mutis
e colaboradores (2007) detectaram, por técnicas moleculares, 20 casos de
infeccdes assintomaticas por P. vivax, € nenhum destes individuos tiveram
manifestagdes clinicas de maléria seis meses antes e apos a deteccdo do parasito.

Virias infec¢des geralmente precedem a imunidade clinica. No entanto, as
razdes que levam a imunidade clinica em areas de baixa endemicidade ainda sdo
pouco esclarecidas. Alguns estudos em diferentes regides brasileiras encontraram
maior prevaléncia de assintomaticos entre adultos comparados as criangas
(FONTES, 2001; ALVES et al., 2002; MARCANO et al., 2004). No Amazonas,
Ladeia-Andrade e colaboradores (2009) encontraram que o tempo de residéncia
na area endémica foi maior para os assintomaticos comparado aos sintomaticos. A

de se ressaltar que nestes estudos, ¢ dificil separar a influéncia da idade e do
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tempo de residéncia na area endémica na aquisicao de imunidade clinica, uma vez
que muitos individuos nasceram e permaneceram na area endémica. Entretanto, o
estudo realizado por Katsuragawa e colaboradores (2010), em Rondonia,
encontrou uma prevaléncia de 15% de infec¢des assintomdticas em adultos
residentes por longos periodos na area, enquanto que infecgdes assintomaticas em
adultos que passam apenas curtos periodos na area foram ausentes, sugerindo que
a aquisicao de imunidade clinica nestas localidades ¢ mais dependente de continua
e longa exposi¢ao do que da idade.

Entre garimpeiros no municipio de Apiacas, Estado do Mato Grosso, em
527 individuos avaliados, 7,2% de infec¢des assintomaticas foram detectadas por
gota espessa (FONTES, 2001) e 27,3% foram detectadas por diagndstico
molecular, sendo que em aproximadamente metade destes casos a infec¢do era
com P. falciparum. Para avaliar se anticorpos poderiam estar associados a
protegdo clinica, Braga e colaboradores (2002) compararam a resposta humoral
contra o antigeno recombinante que representa o fragmento de 19 kDa da MSP-1
de P. falciparum entre 53 individuos assintomaticos e 46 com maldria clinica da
mesma populagdo de Apiacds, e encontraram maior prevaléncia e maiores niveis

de anticorpos IgG1 nos assintomaticos.

1.7 Resposta imune humoral na malaria

O papel dos anticorpos na protecdo contra a maldria ¢ bem documentado.
A evidéncia mais convincente de sua importdncia nos humanos vem de
experimentos nos quais a transferéncia de soro ou imunoglobulinas de individuos
adultos imunes em de areas endémicas de P. falciparum para criangas doentes foi
capaz de reduzir a parasitemia e levar a cura da doenca (COHEN et al., 1961;
SABCHAREON et al., 1991). Recém-nascidos, com menos de seis meses de
idade, geralmente possuem menor risco de desenvolver a doencga devida,
principalmente, a transferéncia de anticorpos da mae para o feto durante a

gestacdo e amamentacdo. Posteriormente, ap6s a perda destes anticorpos, as
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criangas sdo as mais susceptiveis a doenca (AMARATUNGA et al., 2011). Em
modelos animais, a protecdo conferida pela inoculagdo com anticorpos
monoclonais (mAbs) (SIDDIQUI et al., 1987; BADELL et al., 2000),
transferéncia adotiva de células B previamente sensibilizadas (LANGHORNE et
al., 1998) bem como a maior susceptibilidade de animais com deficiéncia de
cé¢lulas B (VON DER WEID, et al., 1996) ressaltam a importancia dos anticorpos
na imunidade clinica.

Os mecanismos mediadores da protecdo conferida pelos anticorpos
incluem: 1) inibi¢do da invasdo dos merozoitos aos eritrocitos. Anticorpos ligados
a proteinas envolvidas no processo de invasdo impedem a ligacdo destas proteinas
com seus receptores localizados no eritrécito, prevenindo assim a invasdo dos
merozoitos (WAHLIN et al., 1984; BLACKMAN et al., 1990); 2) inibicao do
crescimento do parasito intraeritrocitico em associagdo com mondcitos
(mecanismo conhecido como ADCI, do inglés antibody dependent cellular
inhibition). Apds a ruptura do esquizonte, os eritrocitos infectados sao
opsonizados por IgG1 e IgG3, que ligam-se por meio da por¢do Fc a receptores
Fcy expressos na superficie de macréfagos, induzindo-os a produzir TNF-a, que
inibe o desenvolvimento das formas intraeritrociticas (BOUHAROUN-TAYOUN
et al,, 1995) e; 3) clareamento dos eritrocitos infectados. Anticorpos contra
proteinas expressas na superficie do eritrocito infectado com P. falciparum
impedem a citoaderéncia nas células endoteliais, permitindo assim a destruicao
dos eritrdcitos infectados durante sua passagem pelo baco (SMITH et al., 2000).
Além disso, tem sido sugerido que eritrocitos infectados com P. vivax apresentam
deformabilidade aumentada, o que os possibilita a atravessarem o bago sem que
sejam destruidos (FERNANDEZ-BECERRA et al., 2009). Sendo assim,
anticorpos ligados aos eritrocitos infectados poderiam diminuir esta
deformabilidade, facilitando o clareamento pelo bago.

A resposta imune contra o Plasmodium pode ser desenvolvida
especificamente contra cada um dos estagios do parasito. No estagio pré-
eritrocitico, que envolve esporozoitos e esquizontes hepaticos, a resposta imune ¢

mediada por mecanismos humoral e celular. Apesar de sua rdpida permanéncia na
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corrente sanguinea, os esporozoitos sdo capazes de estimular a produgdo de
anticorpos. O papel protetor dos anticorpos durante este estdgio envolve uma
gama de mecanismos, incluindo o bloqueio da invasdo dos esporozoitos aos
hepatécitos (CHAPPEL et al., 2004), opsonizagdo dos esporozoitos (SCHWENK
et al., 2003) e citotoxicidade celular dependente de anticorpo (MAZIER et al.,
1990). Os mecanismos mediados por células também parecem ser importantes e
envolvem tanto macréfagos e células dendriticas, que possuem a capacidade de
fagocitar os esporozoitos (HAFALLA et al., 2011), como a atividade citolitica de
células T CD8+ e CD4+ sobretudo devido a producdo de IFN-y (GOOD e
DOOLAN, 1999).

A resposta imune também pode ser dirigida contra os estagios sexuais do
parasito. Esta resposta, também conhecida como imunidade bloqueadora de
transmissdo, foi primeiramente demonstrada utilizando modelos animais cujos
anticorpos, ingeridos juntamente com as formas sexuais do parasito durante o
repasto sanguineo do mosquito, eram capazes de impedir a fertilizagdo e formacao
dos oocinetos no estdbmago dos mosquitos (TSUBOI et al., 2003). Demonstrou-se
que individuos expostos a sucessivas infeccdes adquirem anticorpos contra os
estagios sexuais do parasito, uma vez que o soro destes individuos € capaz de
bloquear a transmissio (AREVALO-HERRERA et al., 2005). A producdo de
espécies reativas de oxigénio e de citocinas pro-inflamatorias € capaz de inativar
os gametocitos ainda dentro do hospedeiro vertebrado (NAOTUNNE et al., 1993;
LONG et al., 2008).

Dados epidemiologicos indicam que a exposi¢ao natural aos esporozoitos
ndo induzem a imunidade esterilizante, ou seja, a eliminacdo dos parasitos e
prevencgdo da infecgao (HOFFMAN et al., 1987), e os mecanismos da imunidade
naturalmente adquirida, responsaveis pela aquisi¢do de protegdo clinica em areas
endémicas, limitam a parasitemia e diminuem a morbidade e mortalidade da
doencga. Além disso, individuos assintomdticos permanecem com parasitemia
patente por longos periodos, € o soro de individuos imunes, quando transferidos
para individuos ndo imunes, protegem contra as formas eritrociticas do parasito,

sem afetar a invasdo dos esporozoitos (revisto em DOOLAN et al., 2009). Todas
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estas evidéncias sugerem que o estagio eritrocitico ¢ o principal alvo para a
imunidade naturalmente adquirida. Para o estagio eritrocitico, os potencias alvos
para uma resposta imune sao merozoitos livres ou eritrocitos infectados. Uma vez
que as moléculas de HLA (do inglés Human Leucocyte antigen) estao ausentes na
superficie dos eritrocitos, geralmente ¢ assumido que a resposta imune humoral ¢
critica na imunidade contra os estidgios sanguineos.

Neste estagio, a resposta imune efetiva ¢ provavelmente composta por
anticorpos de alta afinidade e células T que tenham como alvo moléculas
envolvidas em fungdes bioldgicas essenciais para o parasito. O parasito, por sua
vez, apresenta diversidade antigénica entre diferentes isolados, pobre
imunogenicidade e ¢ capaz de sofrer variagdo antigénica no decurso de uma
infec¢do, provavelmente como resultado de um processo evolutivo que permite ao
parasito escapar da resposta imune do hospedeiro. Dessa forma, conhecer
detalhadamente a fungdo destas moléculas ¢ crucial para o entendimento da
doenca (MUELLER et al., 2013).

Para o P. vivax, as proteinas de merozoito vem sendo estudadas com certa
consisténcia nos ultimos 20 anos, e incluem as RBPs (do inglés reticulocyte
binding protein), DBP (do inglés Duffy binding protein), AMA-1 (do inglés
apical membrane antigen-1) e diversas MSPs (do inglés merozoite surface
protein). Diante do exposto, um esquema dos potencias alvos da imunidade contra
o estagio sanguineo do P. vivax sera apresentado (Figura 5), antes de iniciar a

apresentacao dos antigenos avaliados nesta tese.
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1.8 Processo de invasao do eritrocito pelo Plasmodium vivax

Formagao da jungio

S de movimento e

Merozoitos Proteinas de ao reticulocito invasdo (RONSs,
superficie do (RBPs, DPB) AMA-l, DBP)

' d (MSPs)
~
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Figura 5 — Esquema do processo de invasdo dos reticuldcitos pelo P. vivax e principais alvos do

Proteinas de ligagao

merozoitos

Antigenos variantes
de superficie (VIRs)

®

sistema imune contra o estagio eritrocitico.

Fonte: adaptada de Mueller e colaboradores (2013).

Merozoitos livres na corrente sanguinea, antes de invadirem os eritrdcitos,
sdo susceptiveis a resposta imune do hospedeiro. As varias MSPs que cobrem a
superficie do merozoito podem agir no reconhecimento inicial do eritrdcito, e esta
ligacao ¢ de baixa afinidade, reversivel e ocorre em qualquer orientagdo (revisto
por GAUR et al., 2004). O P. vivax invade preferencialmente, se ndo
exclusivamente, os reticuldcitos e acredita-se que esta sele¢do seja atribuida as
RBPs. Apds a reorientacdo do merozoito, justapondo o polo apical em contato
com a membrana do reticuldcito, ocorre a formacdo do complexo de jun¢do no
local do contato. A formagdo destas juncdes, irreversiveis, e consequente invasiao
da célula, sdo mediadas pela interagdo da DBP com seu receptor DARC (do inglés
Duffy antigen receptor for chemokines) presente na superficie do reticuldcito
(revisto por NTUMNGIA et al., 2012). A proteina AMA-1, juntamente com as
proteinas RONs (do inglés rhoptry nech protein) participam da formacgdo da
jungdo de movimento que permite a invasao do merozoito. As RONs- 2,4 e 5 s@o

inseridas junto a membrana do eritrécito, e apds a ligagdo de AMA-1 com a RON-
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2, forma-se uma estrutura em forma de anel, que em um processo impulsionado
por um motor actina-miosina circunda o merozoito, completando assim a entrada
do parasito na células hospedeira (GAUR e CHITNIS, 2011). A infecgdo de
hemacias imaturas, por P. vivax leva a formag¢ao de invaginagdes contendo
antigenos altamente polimoérficos codificados pelo parasito, incluindo as proteinas
VIR. Todas estas proteinas que participam do processo de invasdo e
desenvolvimento do P. vivax sdo potenciais alvos do sistema imune do

hospedeiro.

1.9 Merozoite surface protein-1 (MSP-1)

A MSP-1 é o antigeno mais abundante e¢ melhor estudado do estagio
eritrocitico. Muito do que conhecemos sobre seu papel bioldgico deriva de
estudos com P. falciparum e P. knowlesi. Embora ainda existam duvidas se
podemos extrapolar estas observagdes para o P. vivax, ¢ bastante provavel que a
funcdo da MSP-1 seja similar para todas as espécies de Plasmodium.

A MSP-1 ¢ sintetizada durante a esquizogonia como um precursor, com
peso molecular variando de 180 a 230 kDa de acordo com a espécie
(aproximadamente 200 kDa para o P. vivax). Durante a esquizogonia, a MSP-1
faz parte de um complexo no qual estdo associadas as proteinas MSP-6 e MSP-7,
que se ligam a superficie da membrana pela ancora glicosilfosfatidilinositol (GPI)
(PACHEBAT et al, 2007). No momento da liberacdo dos merozoitos, as
proteinas que formam este complexo sofrem um processamento primario pela
protease subtilisina-1 (SUBI), que cliva a MSP-1 em quatro fragmentos: um
fragmento N-terminal de 83 kDa (MSP-1s3), dois fragmentos centrais de 30 e 38
kDa (MSP-15p e MSP-135) e um fragmento C-terminal de 42 kDa (MSP-14;)
(KOUSSIS et al., 2009). Antes da invasdo do eritrocito, ocorre um segundo
processamento, mediado pela protease SUB2, em que a MSP-14, € clivada,
resultando em um fragmento soluvel de 33 kDa (MSP-133) que ¢ liberado

juntamente com o restante do complexo, e outro fragmento de 19 kDa (MSP-1,9)
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que permanece ancorado a membrana do merozoito pela GPI (HARRIS et al.,
2005).

Embora a funcao biologica da MSP-1 ainda nao tenha sido definitivamente
esclarecida, acredita-se que ela participa do processo de invasao dos eritrécitos,
uma vez que seu dominio C-terminal de 19 kDa permanece intacto e persiste
durante toda esta fase do desenvolvimento do parasito. /n vitro, anticorpos
monoclonais contra a MSP-1,9 inibiram a invasdo dos eritrécitos (CHAPPEL e
HOLDER, 1993). Além disso, anticorpos contra esta mesma por¢ao da MSP-1
presentes no soro de individuos imunes também foram capazes de inibir a invasao
de merozoitos do P. falciparum (O’ DONNELL et al., 2001).

Sabe-se que a MSP-1 do P. falciparum ¢é capaz de se ligar em eritrocitos
humanos ou de primatas do género Saimiri, que sdo susceptiveis a invasdo por
merozoitos desta espécie, enquanto que esta proteina ndo foi capaz de se ligar em
eritrocitos de coelhos, que ndo sdo invadidos por merozoitos de P. falciparum
(PERKINS e ROCCO, 1988). Outra importante evidéncia da participagdo da
MSP-1 no processo de invasdo do merozoito ao eritrocito vem do fato de que
anticorpos que previnem o processamento secundario da MSP-1 foram capazes de
impedir a invasdo (WOEHLBIER et al., 2010).

A estrutura primaria da MSP-1 do P. vivax foi baseada em dois estudos. A
proteina de 1726 aminoacidos foi inicialmente definida comparando-a com a
MSP-1 de outras duas espécies, P. falciparum e P. yoelli, e foi dividida em dez
blocos conservados entre as espécies (ICB, do inglés Interspecies conserved
blocks) entremeados por blocos polimorficos. Sete blocos (ICB1, ICB2, ICB4,
ICBS, ICB6, ICB8 e ICB10) apresentaram similaridade maior de 48% entre a
MSP-1 das trés espécies, enquanto que trés blocos (CB3, CB7 e CB9)
apresentaram similaridade acima de 50% apenas para o P. vivax e o P. falciparum
(DEL PORTILLO et al., 1991).

Uma segunda classificacdo, atualmente mais aceita, foi baseada a partir do
sequenciamento do gene de 31 isolados de P. vivax de diversas partes do mundo,
incluindo 8 da Amazonia brasileira. Neste estudo, a MSP-1 do P. vivax foi

dividida em 13 blocos, sendo sete conservados (1, 3, 5, 7, 9, 11 e 13) e seis
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polimorficos (2, 4, 6, 8, 10 e 12), sendo que a MSP-19 € representado pelo bloco
13, correspondente ao bloco ICB10 (PUTAPORNTIP et al., 2002).

A partir da determinagdo da estrutura primaria da MSP-1 do P. vivax,
varias proteinas recombinantes cobrindo as sequéncias que codificam as regides
N- e C-terminal foram desenvolvidas, e a resposta soroldgica contra elas foi
testada utilizando soros de individuos residentes em areas endémicas. Foi
demonstrado que os blocos polimorficos da regido N-terminal sdo mais
frequentemente reconhecidos comparados as regides conservadas (LEVITUS et
al., 1994; SOARES et al.,, 1999a). A partir de estudos soroepidemiologicos
conduzidos principalmente na Amazdnia brasileira, também tem sido observado
que individuos infectados e/ou que tiveram maléaria prévia, frequentemente
apresentam anticorpos contra a MSP-1, sendo a MSP-1,9 mais imunogénica do
que outras proteinas representando a regido N-terminal (DEL PORTILLO et al.,
1992; SOARES et al., 1997; SOARES et al., 1999a; RODRIGUES et al., 2003;
NOGUEIRA et al., 2006; RICCIO et al., 2013).

Entretanto, associag@o entre protecdo clinica e anticorpos contra a regido
N-terminal da MSP-1 do P. vivax foi encontrada. Neste estudo longitudinal,
Nogueira et al. (2006) avaliaram a resposta sorologica de individuos residentes em
Portuchuello, (RO) contra duas proteinas, uma C-terminal, a MSP-1,9 e outra N-
terminal, a ICB2-5, (Figura 6) e encontraram que individuos com anticorpos
contra a ICB2-5 possuiam menor risco de se infectarem com P. vivax. Ainda,
individuos assintomaticos apresentaram maiores niveis de IgG3 contra a ICB2-5,
mas nao contra a MSP-1,9. Recentemente, um estudo semelhante foi realizado em
outra localidade, Rio Pardo, no Estado do Amazonas e, novamente, individuos
assintomaticos apresentaram maiores niveis de IgG3 contra a [CB2-5 (VERSIANI

etal., 2013).
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Figura 6 — Representagdo esquematica da PvMSP-1 seguindo del Portillo et al., 1991 (a), cujos
blocos conservados entre P. vivax, P. falciparum ¢ P. yoelli sdo apresentados em branco (ICB), os
blocos conservados apenas entre P. vivax e P. falciparum sdo apresentados em cinza (CB) e os
blocos polimérficos sdo apresentados em preto e, a divisdo seguindo Putaporntip et al., 2002 (b),
com os 7 blocos conservados (branco) e 6 blocos polimorficos (preto). Em destaque esta
representado a proteina recombinante ICB2-5.

Fonte: adaptado de Versiani e colaboradores (2013).

1.10 Apical membrane antigen-1 (AMA-1)

AMA-1 ¢ uma proteina transmembrana, cujo ectodominio, rico em
cisteina, pode ser dividido em uma regido N-terminal e 3 dominios (DI, DII e
DII) (Figura 7). Esta proteina est4 presente em todas as espécies de Plasmodium
e também ¢ encontrada em outras espécies do filo Apicomplexa, tais como

Toxoplasma gondii e Babesia bovis (REMARQUE et al., 2007).
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Figura 7 — Representagdo esquematica da proteina PvVAMA-1. Em branco esta representado o
ectodominio rico em cisteina, formado pelos dominios I, II e III. RC: Regido citoplasmatica; RT:
Regido transmembrana; PS: Peptideo sinal.

Fonte: adaptado de Mufalo e colaboradores (2008).

Inicialmente, AMA-1 do P. falciparum & processada como um precursor
de 83 kDa, presente nos micronemas do polo apical. A translocagdo para a
superficie dos merozoitos ¢ acompanhada pela clivagem da regido N-terminal do
precursor, gerando uma proteina de 66 kDa. Uma vez na superficie dos
merozoitos e, momentos antes da invasdo dos eritrécitos, a proteina sofre nova
clivagem, que pode ocorrer em dois sitios alternativos da por¢do C-terminal: ou
logo abaixo do dominio III, proximo a membrana do parasito, produzindo um
fragmento de 48 kDa, ou entre os dominios II e IIl, gerando um fragmento de 44
kDa (HOWELL et al., 2005).

Apesar de ndo se conhecer a precisa funcdo da AMA-1, diversos estudos
demonstram o papel essencial desta proteina durante o processo de invasdo dos
merozoitos aos eritrocitos. Anticorpos monoclonais contra a AMA-1 foram
capazes de inibir, in vitro, a invasao dos merozoitos de diferentes espécies, tais
como P. knowlesi, P. reichenowi e P. falciparum (THOMAS et al., 1984;
KOCKEN et al., 2000; 2002). Recentemente, anticorpos obtidos de camundongos
imunizados com a PvAMA-1 inibiram a invasdo do P. vivax aos reticulocitos
(VICENTIN et al., 2013). Os mecanismos pelos quais estes anticorpos medeiam a
prote¢do contra a invasdo ainda ndo sdo bem conhecidos, mas foi demonstrando
que anticorpos que impedem o processamento secunddrio da proteina sdo

importantes em prevenir a invasdo dos merozoitos (DUTTA et al., 2005).
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Existem evidéncias que indicam que a AMA-1 pode atuar em trés
momentos diferentes durante o processo de invasdo dos merozoitos aos
eritrocitos. Acredita-se que uma de suas fungdes seja facilitar a reorientagdo dos
merozoitos apos adesdo inicial. Na presenca de anticorpo monoclonal contra a
AMA-1 capaz de inibir a invasdo, merozoitos de P. knowlesi foram capazes de
aderir aos eritrocitos, mas nao sofreram reorientacdo (MITCHELL et al., 2004).
Segundo, ¢ possivel que a proteina AMA-1 exer¢a sua fun¢ao ao se ligar
diretamente aos eritrocitos. Oito peptideos sintéticos abrangendo a AMA-1 do P.
falciparum foram capazes de se ligar em eritrocitos humanos (URQUIZA et al.,
2000). Células COS-7 expressando os dominios I e II da AMA-1 do P. yoelli
(FRASER et al., 2001) ou do P. vivax (BARBEDO, 2007) foram capazes de se
ligar em eritrécitos de ratos ou humanos, respectivamente. Mais recentemente,
tem sido demonstrado que a AMA-1 participa da formacdo da juncdo de
movimento, uma area de intimo contato entre o parasito ¢ a membrana do
eritrocito. Esta juncdo de movimento inclui um complexo de proteinas formado
pelas RON-2, -4 e -5, que sdo inseridas na membrana do eritrocito, e uma vez que
ocorre a ligacdo da AMA-1 com a RON-2, inicia-se 0 movimento da jungdo ao
redor do merozoito, culminando na entrada do parasito na células hospedeira
(BARGIERI et al., 2012).

Virios estudos soroepidemioldgicos tem mostrado que a AMA-1 ¢
imunogénica em infec¢des naturais. No Brasil, a resposta soroldgica contra a
AMA-1 do P. vivax foi avaliada em individuos naturalmente expostos de
diferentes regides endémicas (RODRIGUES et al., 2005; MUFALO et al., 2008;
BUENO et al., 2011; STORTI-MELO et al., 2011). Bueno e colaboradores (2011)
investigaram a resposta imune humoral contra a AMA-1 de individuos em
Manaus e Cuiabd, e identificaram que a regido Il do ectodominio (DII) possui
maior potencial antigénico. IgG total e suas subclasses foram avaliadas para um
peptideo sintético correspondendo a um epitopo de células B, presente em DII, e
duas proteinas recombinantes correspondendo ao ectodominio € ao dominio DII
inteiro e encontraram reatividade sorologica semelhante. Este resultado esta de

acordo com o obtido por Mufalo e colaboradores (2008), que avaliaram a resposta
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sorologica contra os trés dominios separados da AMA-1 do P. vivax em
individuos do Estado do Pard, e verificaram que o reconhecimento do dominio II

foi maior quando comparado com o dos outros dois dominios (DI e DIII).

1.11 Duffy Binding Protein (DBP)

A DBP do P. vivax ¢ uma proteina de 140 kDa, pertencente a uma familia
de proteinas homologas que se ligam aos eritrdcitos, as EBPs (do inglés erytrocyte
binding protein). A por¢do extracelular desta proteina pode ser dividida em seis
regides, baseadas na homologia das sequéncias de aminodcidos com outras EBPs.
Cada proteina tem um peptideo sinal (regido I), duas regides ricas em cisteina
(regides II e VI) e trés regides hidrofilicas (III, IV e V). O dominio
transmembrana ¢ um curto segmento citoplasmatico sao representados pela regido
VII. O ligante funcional da PvDBP encontra-se localizado na regido II da
proteina, possuindo aproximadamente 180 aminoacidos, situado entre as cisteinas
4 e 7 (Figura 8) (VANBUSKIRK et al., 2004).

A DBP estd localizada nos micronemas e, apenas momentos antes da
invasado, ¢ liberada na superficie do merozoito. Para que o merozoito do P. vivax
invada o eritrécito € necessaria a interacio da PvDBP com seu receptor, o
antigeno Duffy receptor para quimiciocinas (DARC) (HORUK et al., 1993). A
importancia desta ligacdo remonta a década de 1970, quando Miller e
colaboradores (1976) postularam que individuos completamente refratarios a
infeccdo por P. vivax ndo possuiam o receptor sanguineo Duffy. Entretanto,
apesar da reconhecida resisténcia conferida pela auséncia do antigeno Dufty nos
eritrocitos, recentemente varios estudos relataram casos de individuos Duffy
negativos infectados com P. vivax (CAVASINI et al., 2007; MENARD et al.,
2010; MERCEREAU-PUIJALON ¢ MENARD, 2010; MENDES et al., 2011;
CARVALHO et al., 2012; WOLDEAREGAI et al., 2013).
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Figura 8 — Representacdo esquematica da proteina da PvDBP, apresentando as 6 regides
extracelulares (I a VI) e uma regido transmembrana e citoplasmatica (VII). Em destaque esta o
ligante funcional da proteina, situado entre os aminoacidos 236 € 415 no dominio I1.

Fonte: Vanbuskirk e colaboradores (2004).

Anticorpos naturalmente adquiridos contra a PvDBP sao encontrados em
residentes de areas onde o P. vivax ¢ endémico e estes anticorpos foram capazes
de inibir a ligacdo da DBP (DII) e a invasdo dos merozoitos nos eritrocitos, tanto
em Nova Guiné, uma area de alta endemicidade (GRIMBERG et al., 2007), como
na Amazonia brasileira, em area de baixa endemicidade (CERAVOLO et al.,
2008). Porém, a prevaléncia e os niveis de anticorpos anti PvDBP variam entre
individuos e parecem aumentar de acordo com a idade e a exposicao
(VANBUSKIRK et al., 2004; CERAVOLO et al., 2005; CHOOTONG et al.,
2010). Interessantemente, cerca de 10% dos individuos expostos ao P. vivax
adquirem altos titulos de anticorpos, cepa-transcendente, que estdo associados
com reducdo de 50% no risco de infeccao (KING et al., 2008). Além disso,
experimentos in vitro sugerem que os anticorpos contra a PvDBP, tanto de
individuos naturalmente expostos, como artificialmente induzidos, bloqueiam a
ligacio da PvDBPII aos eritrocitos do grupo Duffy Fya'a™ de maneira mais
eficiente do que em eritrocitos Fyb'b’, sugerindo que a eficacia de bloqueio dos
anticorpos pode ser influenciado por polimorfismos do eritrécito (KING et al.,

2011).
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1.12 Coestimulacio de linfocitos B e T

O desenvolvimento de uma resposta imune adequada depende de uma fina
regulagao da ativagcdo dos linfocitos. Para isto, de maneira geral, os linfocitos
requerem um duplo sinal para se tornarem ativados. O primeiro sinal é antigeno
especifico e ¢ mediado pela ligagdo do antigeno com o receptor de células T
(TCR), no caso das células T, ou pela ligagio do antigeno com as
imunoglobulinas presentes na superficie das células B. O segundo sinal, chamado
de coestimulagdo, ¢ gerado pela interagdo de moléculas presentes na superficie
das células T e das células apresentadoras de antigeno (APCs). Na auséncia de um
sinal coestimulador, os linfécitos nao produzem citocinas, sdo incapazes de
proliferarem e frequentemente sofrem apoptose ou se tornam anérgicos (revisto
em FRAUWIRTH e THOMPSON, 2002). As moléculas das principais vias

coestimulatorias e que foram abordadas nesta tese serdo apresentadas abaixo.

1.13 Moléculas associadas na coestimulacio da resposta imune: CD80/CD86-

CD28/CTLA-4

CD28 foi a primeira molécula coestimulatoria descoberta apos a
consideragdo de que a ativacdo de células T requer sinais adicionais além do
antigeno especifico reconhecido pelo TCR. Esta molécula foi inicialmente
identificada por anticorpos que reconheceram uma proteina de 44 kDa na
superficie de células T (HANSEN et al., 1980), expressa como um homodimero
glicosilado unido por pontes dissulfeto (ARUFFO e SEED, 1987). Em humanos,
CD28 ¢ expressa constitutivamente tanto em células T virgens quanto em células
T ativadas, embora uma pequena parcela de células T CD4+ ndo expressam CD28
(GROSS et al., 1990; AMYES et al., 2005). Além disso, CD28 também esta
presente em plasmaocitos, neutrdfilos e eosindfilos (VENUPRASAD et al., 2001;
WOERLY et al., 2002).
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Os estimulos dados por CD28, juntamente com o fornecido pelo TCR sdo
responsaveis por iniciar uma cascata de sinaliza¢do que conduz a fosforilacdo da
tirosina de varias proteinas criticas para a ativagdo das células T (VIOLA et al.,
1999). A coestimulagdo de CD28 aumenta a producao de diferentes citocinas,
especialmente IL-2, cuja produg¢do ¢ aumentada em 50 vezes por meio da
regulacdo transcricional e pos-transcricional do gene desta citocina (FRASER et
al., 1991). Além disso, a sobrevivéncia das células T ¢ aumentada, em parte, pela
inducgdo da expressdo de proteinas antiapoptoticas, incluindo Bel-Xp (SPERLING
et al., 1996). Assim, por uma variedade de mecanismos, a coestimulagdo mediada
por CD28 aumenta a resposta efetora de células T ao antigeno.

Ainda, CD28 ¢ requerida no desenvolvimento de células T regulatorias
(Tregs) no timo e também contribui para a homeostase e sobrevivéncia destas
células na periferia (SEMPLE et al., 2011; ZHANG et al., 2013). Camundongos
knockout para CD28 apresentam um numero reduzido de células Tregs no timo e
desenvolvem doencgas autoimunes (SALOMON et al., 2000) e com a utilizag¢do de
CTLAIg, uma molécula recombinante que age como inibidor da via
coestimulatoria mediada por CD28, foi notada uma rapida diminui¢do de células
Tregs periféricas e no timo (TANG et al., 2003).

Pouco tempo apds a identificacio de CD28, uma molécula relacionada,
denominada de CTLA-4 foi descoberta em uma biblioteca de cDNA de células T
CDS8" (BRUNET et al., 1987). O sequenciamento do gene demonstrou que esta
molécula esta relacionada a CD28, apresentando homologia estrutural e em suas
sequéncias de aminoacidos, incluindo o dominio de ligagdo as moléculas B7,
centralizado nos aminoacidos MYPPY (BALZANO et al., 1992). Dada estas
similaridades, inicialmente se acreditou que CTLA-4 representava uma molécula
coestimulatoria adicional. Entretanto, uma série de experimentos utilizando
anticorpos contra CTLA-4 sugeriram que esta molécula estava envolvida com a
inibicdo da ativagdao de células T (WALUNAS et al., 1994; KEARNEY et al.,
1995; KRUMMEL e ALLISON, 1995). Finalmente, a importancia de CTLA-4

como um inibidor da ativacdo de células T foi demonstrada em camundongos
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knockout para CTLA-4, cujos camundongos morreram apds desenvolveram
linfoproliferagdo de células T (TIVOL et al., 1995).

Funcionalmente, foi demonstrado o papel inibidor de CTLA-4 na
proliferagao de células T, progressdo do ciclo celular e na producdo de IL-2
(WALUNAS et al.,, 1994; 1996). Além disso, os sinais mediados por esta
molécula influenciam a diferenciagio de células T CD4": camundongos
deficientes em CTLA-4 apresentaram desvio da resposta imune para o tipo Th2
(KHATTRI et al.,, 1999). Mais recentemente, também foi demonstrado que
CTLA-4 influencia a resposta imune do tipo Th17, uma vez que o bloqueio de
CTLA-4 por anticorpos monoclonais resultou em um aumento da diferenciagado de
células Th17 e da producdo de IL-17 tanto in vivo como in vitro (YING et al.,
2010).

Em contraste a CD28, que ¢ constitutivamente expressa em células T em
repouso, CTLA-4 é expressa apenas em células T CD4" e T CD8" ativadas, por
meio de indugdo transcricional e redistribuicdo celular (PERKINS et al., 1996;
EGEN e ALLISON, 2002). CTLA-4 ¢ pré-sintetizada e armazenada em vesiculas
intracelulares e com o aumento dos niveis de calcio intracelular que ocorre apos a
ativacao das células T, CTLA-4 ¢ liberada para a superficie das células T ativadas
(SIGAL, 2012). Ambas as moléculas, CD28 e CTLA-4, compartilham os mesmos
ligantes, denominados CD80 (B7.1) e CD86 (B7.2), sendo que a afinidade do
CTLA-4, comparada a CD28, ¢ de 500 a 2.500 vezes maior (SIGAL, 2012). Dessa
forma, uma das maneiras que CTLA-4 pode agir como um regulador negativo ¢
devido a competi¢do direta com CD28 para os seus ligantes, impedindo assim a
sinalizacdo por CD28. Além disso, a ligacdo de B7 a CTLA-4 emite um sinal
inibitorio a célula T ativada por meio de seu dominio intracitoplasmatico,
alterando tanto a sinalizacdo mediada por CD28 como pelo TCR (CARRENO et
al., 2000; ENGLEHARDT et al., 2006). Outra maneira pela qual CTLA-4 pode
inibir a ativag¢do de células T ¢ decorrente do envio de um sinal as APCs por meio
dos ligantes B7, que induz estas células a produzirem a enzima indoleamina-2,3-
dioxigenase (IDO), o que leva a deple¢do do aminoacido triptofano, que ¢

essencial para a proliferagdo de células T CD4" e T CDS" (MUNN et al., 2004)
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Os ligantes CD80 e CD86 s3ao provavelmente as moléculas
coestimulatorias mais bem caracterizadas. CD80, originalmente descoberto em
células B esplénicas, ¢ uma proteina transmembrana altamente glicosilada,
membro da superfamilia de imunoglobulinas, com 45-60 kDa (FREEMAN et al.,
1989). Alguns anos apods a descoberta de CD80, uma segunda molécula da familia
B7 foi clonada e caracterizada funcionalmente, passando a ser conhecida como
CD86, uma proteina transmembrana de 70 kDa (FREEMAN et al., 1993).

Ambas, CD80 e CD86 sdo expressas predominantemente na superficie das
APCs, tais como células dendriticas, macréfagos e linfocitos B ativados. No
entanto, existem diferencas na expressao destas moléculas nas APCs. O mRNA de
CD86 ¢ constitutivamente expresso em células B, enquanto que a transcri¢do de
CD80 ¢ aumentada apenas apds a ativagdo das células B (FREEMAN et al.,
1993). A expressdo de ambas as moléculas ¢ aumentada com a interacdo das
APCs com o linfocito T apds estimulos fornecidos pelo antigeno, citocinas,
CD40L e CD28, sendo a expressdao de CD80 induzida posteriormente ao aumento
da expressdao de CD86.

O importante papel desta via de coestimulag¢do na ativagdo das células T ¢
evidenciado por uma série de experimentos. In vitro, células T CD4" respondem
com a secre¢do de citocinas e proliferacdo quando o antigeno ¢ apresentado por
APCs que expressam as moléculas CD80 e CD86, mas nao quando o antigeno ¢
apresentado por APCs sem estas moléculas. Em diversos modelos animais de
doencas cuja ativacao de células T € critica, o bloqueio de CD80 e CD86 inibiu o
desenvolvimento das doengas (BUONO et al., 2004; VINH et al., 2010; SHI et al.,
2011; YAO et al., 2012).

Ainda, tem sido demonstrado que CD80 e CD86 regulam a diferenciagao
das células T CD4" para os padrdes de resposta Thl ou Th2. Virias evidéncias
sugerem que CD80 promove uma resposta mais voltada ao padrao Thl, enquanto
que CD86 promove uma resposta mais voltada ao padrao Th2 (LENSCHOW et
al., 1996; SCHWEITZER ¢ SHARPE, 1998; ODOBASIC et al., 2005). Estudos
utilizando camundongos deficientes em CD80 e CD86 também mostram que estas

moléculas sdo importantes para a produg¢do de anticorpos e troca de isotipo
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(BORRIELO et al., 1997; ODOBASIC et al., 2005). Novos dados demonstraram
que CD86 nas células B pode transmitir sinais bidirecionais. CD86 estimula CD28

nas c€lulas T e transduzem sinais positivos para as células B que aumentam a

producdo de IgG1 e IgE (PODOJIL e SANDERS, 2003; PODOIJIL et al., 2004).

1.13.1 CD80/CD86-CD28/CTLA-4 e malaria

Existem estudos indicando que a diferenciacdo das células T CD4+
auxiliares para os padrdes de resposta Thl ou Th2 sofre influéncia dos niveis de
expressao de CD80 e/ou CD86 das APCs. Em um modelo utilizando
camundongos com encefalomielite autoimune experimental, a injecdo de mAb
anti-CD80 alterou o padrao de resposta para Th2, enquanto que a inje¢do com
mADb anti-CD86 alterou o padrio de resposta para Thl. A mais simples
interpretacdo destes dados ¢ que CD80 age como um coestimulador para a
geracdo de células Thl e CD86 promove a geracdo de células Th2 (KUCHROO et
al., 1995). Outros autores também relataram o papel de CD86 no desvio da
resposta imune para o tipo Th2 em outras doengas, tais como leishmaniose
cutinea e glomerulonefrite progressiva (BROWN et al., 1996; ODOBASIC et al.,
2005).

No entanto, este padrao de diferenciagdo envolvendo as moléculas CD80 e
CD86 nem sempre ocorre. Por exemplo, em modelo de diabetes autoimune em
camundongos nao obesos, onde o fenotipo Thl predomina, o bloqueio de CD86
preveniu o aparecimento de diabetes (LENSCHOW et al., 1995). Em um recente
estudo, a sinalizacdo por CD86 afetou a polarizagdao para Thl, uma vez que seu
bloqueio reduziu em 10 vezes a capacidade das células T em secretar IFN-y
(LICHTENEGGER et al., 2012).

Uma resposta protetora contra a malaria envolve diferentes mecanismos.
Tem sido proposto que durante a infeccdo, as células Thl secretoras de IFN-y sdo
fundamentais para o controle inicial da multiplicacdo intraeritrocitaria dos

parasitos (TAYLOR-ROBINSON et al.,, 1993; STEVENSON et al., 1995),
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enquanto que no decorrer da infeccdo o desenvolvimento da resposta mediada por
anticorpos (Th2) ¢ crucial para o clareamento de baixas parasitemias e resolucao
da fase cronica (TAYLOR-ROBINSON et al., 1993; VON DER WEID et al.,
1996).

Consistente com a fun¢do de CD86 na diferenciagdo da resposta Th2, o
tratamento de camundongos com mAb anti-CD86 aboliu a producdo de IL-4 e
aumentou a produgdo de IFN-y pelas células T em resposta a infecgdao pelo P.
chabaudi. Esta alteragdo nao foi evidenciada quando os camundongos foram
tratados apenas com mAb anti-CD80 (TAYLOR-ROBINSON e SMITH, 1999).
Além disso, o bloqueio de CD86 foi associado com diminui¢cdo da subclasse
IgG1, representativa da resposta Th2. No entanto, alteragdes ndo foram
evidenciadas na producdo de IgG2a (Thl), cujos niveis permaneceram baixos,
tanto em camundongos tratados com mAb anti-CD86 como com anti-CD80. A
parasitemia dos camundongos tratados com mAb anti-CD86 foi inicialmente
similar a dos camundongos controles ou tratados com mAb anti-CD8O0.
Entretanto, enquanto estes Ultimos foram capazes de resolver a infec¢ao, os
camundongos deficientes em CD86 mantiveram parasitemia patente, resultando
em infec¢do cronica de baixo grau (TAYLOR-ROBINSON e SMITH, 1999).

De acordo com estes resultados, quando camundongos knockout para o
gene CD2§ foram infectados com P. chabaudi, eles foram incapazes de resolver a
infec¢do, permanecendo com baixos niveis de parasitemia por semanas apos a
infeccio (RUMMEL et al., 2004, ELIAS et al., 2005). Em conjunto, estes
resultados indicam que a interagdo CD86-CD28 ¢ crucial para o clareamento da
parasitemia. Possivelmente, esta baixa parasitemia seja mantida devido a
alteragdes na producdo de anticorpos por estes camundongos. De fato,
camundongos CD28”" produziram menores quantidades de anticorpos contra
AMA-1 e MSP-14; e, enquanto os camundongos controles produziram anticorpos
de todos os isotipos avaliados, com predominio de IgG2b e IgG2c, IgM
representou 90% dos anticorpos mensurados no soro dos camundongos CD28™"
infectados, sugerindo que a troca de isotipo foi deficiente nos camundongos

knockout (RUMMEL et al., 2004).
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Na infec¢do de camundongos com P. chabaudi observa-se uma intensa
ativacao policlonal das células T e B esplénicas que se caracteriza pela producao
de IFN-y, IgM e IgG2a (D’IMPERIO LIMA et al., 1996; SARDINHA et al.,
2002). A sinalizagdo mediada por CD28 também parece ser importante na
ativagao policlonal dos linfocitos, uma vez que CD69, um dos primeiros antigenos
expresso na superficie dos linfocitos apds a ativacao é encontrado em menores
propor¢des em camundongos CD28" infectados com P. chabaudi quando
comparados com camundongos controles (ELIAS et al., 2005). Neste estudo, para
avaliar se a sinalizagdo de CD28 influéncia a produ¢do de Abs policlonais, células
esplénicas secretoras de IgM e IgG2a foram comparadas entre camundongos
CD28"" ¢ CD28"*, ¢ notou-se que embora CD28 tenha pouca influéncia na
producdo de IgM, a produgdo de IgG2a foi significativamente menor na auséncia
de CD28, corroborando com estudos prévios que demonstram que a producdo de
IgM ¢ produzida independente de células T enquanto que a produgdo de IgG2a ¢
principalmente T dependente (FALANGA et al., 1987; SARDINHA et al., 2002).
Além disso, quando camundongos CD28", incapazes de erradicar os parasitos,
receberam soro contendo IgG2a dos camundongos controles, a infec¢do foi
eliminada.

A sinalizagdo de CD28 também ¢ importante na ativagdo de células T 9.
E conhecido que tanto em humanos como em camundongos infectados com
Plasmodium ocorre expansdo das células T yo (HO et al., 1990; DIELI et al.,
2001), e estas células sao importantes produtoras de IFN-y em pacientes de areas
endémicas (D’OMBRAIN, et al., 2007). Utilizando um modelo de maldria grave
induzida em camundongos infectados com P. berghei ANKA, foi demonstrado
que a proliferacdo das células T yd foi reduzida em camundongos knockout para o
gene CD28. Adicionalmente, um menor nimero de células yd produzindo IFN-y e
IL-17 foi observado (RIBOT et al., 2012).

O fato do bloqueio de CD86, que também se liga ao receptor CTLA-4,
resultar em um aumento da produgdao de IFN-y (TAYLOR-ROBINSON et al.,
1999), enquanto que o bloqueio de CD28, que facilita a ligacdo das moléculas

CD80 e CD86 com CTLA-4, resultar em um decréscimo na producdo de IFN-y,
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sugere que CTLA-4 participe no controle da produ¢do de IFN-y em infec¢des por
Plasmodium (ELIAS et al., 2005). Em camundongos infectados com P. berghei,
uma grande proporc¢ao de células T CD4+ expressando CTLA-4 foi induzida
durante a infeccdo (JACOBS et al., 2002), semelhante ao que ocorre em humanos
infectados com P. falciparum e/ou P. vivax (SCHLOTMANN et al., 2000).

Em camundongos infectados com P. berghei, ocorre inflamac¢do do figado,
associado a infiltragdo de células T, embora pouco dano tecidual possa ser
observado (JACOBS et al., 2004). No entanto, quando os camundongos sao
administrados com anticorpos anti-CTLA-4, nota-se uma acentuada lesdo
hepatica, provavelmente decorrente de maior produgdo de IFN-y, uma vez que em
camundongos deficientes de IFN-y tais alteracdes ndo puderam ser evidenciadas e
um aumento de células hepaticas produtoras de IFN-y foi observado nos
camundongos deficientes para CTLA-4 quando comparados com os controles
(JACOBS et al., 2004).

Durante a imunizagdo de camundongos com um epitopo da CSP de P.
berghei, o bloqueio de CTLA-4 antes da administracdo da vacina levou a um
aumento na producdo de células T CD8+ CSP especificas e na propor¢do de
células produtoras de IFN-y. Embora os camundongos ndo apresentaram qualquer
protecdo clinica quando vacinados apenas com o epitopo, a estratégia de bloquear
CTLA-4 promoveu a prote¢do clinica em cerca de 60% dos camundongos
desafiados com P. berghei (TARTZ et al., 2006).

E curioso notar que o bloqueio de CTLA-4 em camundongos infectados
com P. berghei apresente resultados distintos durante o estagio eritrocitico. Além
da ja mencionada lesdo hepatica, a maior proliferagdo de células T CD4+ conduz
a exacerbacao da doenga. A grande maioria dos camundongos infectados com P.
berghei desenvolveram altas parasitemias e anemia severa, mas sobreviveram a
infeccdo, e apenas 20% dos camundongos morreram com baixas parasitemias e
maléria cerebral. Em contraste, quando a via CTLA-4 foi bloqueada, todos os
camundongos morreram com sinais de malaria cerebral (JACOBS et al., 2002).

Além disso, resultados distintos também sao observados em infecgdes com

duas cepas diferentes de P. yoelli, uma nao letal (Pyl17NL) e outra com maior
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letalidade (Py-lethal). Em camundongos infectados com a cepa ndo letal, o
bloqueio de CTLA-4 aumentou a ativagao de células T CD4+, os camundongos
apresentaram menores parasitemias ¢ foram capazes de resolver a infec¢ao antes
dos camundongos controles. Niveis aumentados de IFN-y foram observados, bem
como de IL-4 e IL-10 (LEPENIES et al., 2007). J4 nos camundongos infectados
com a cepa letal, o bloqueio de CTLA-4 também conduziu a maior produgdo de
IFN-y, mas também de TNF-a, provocando maior mortalidade (LEPENIES et al.,
2007).

Sabe-se que CTLA-4 ¢ expresso na superficie de células T ativadas, mas
também ¢é expresso constitutivamente na superficie de células Tregs. As células
Tregs sdo importantes na manutencdo da homeostase imune, controlando
respostas imunes excessivas, mas também podem favorecer a sobrevivéncia dos
patogenos. Maiores frequéncias de células Tregs tem sido associado com maiores
parasitemias em pacientes infectados com P. falciparum (MINIGO et al., 2009;
SCHOLZEN et al., 2009), enquanto que em modelos murinos as células Tregs
estdo associadas a protecao contra malaria cerebral (AMANTE et al., 2007; NIE
et al., 2007), principalmente via CTLA-4 (HAQUE et al., 2010).

Em um elegante estudo, a expressdo de diferentes genes envolvidos na
resposta imune foi comparada entre individuos de duas etnias simpatricas, Fulani
e Mossi. Apesar da similaridade dos niveis de exposi¢do, individuos da etnia
Fulani produzem mais anticorpos e sdo mais resistentes a infeccdo por
Plasmodium (BOLAD et al.,, 2005). Nos Fulani, foi evidenciado redu¢do na
expressdo de CTLA-4 e FOXP3, sugerindo que o déficit funcional de células
Tregs pode estar associado a protecdo a maléria neste grupo étnico (TORCIA et

al., 2008).

1.14 Moléculas associadas na coestimulacio do linfécito B: CD40-CD40L

CD40 ¢ uma proteina transmembranica tipo I, de aproximadamente 50

KDa, membro da superfamilia dos receptores do fator de necrose tumoral
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(TNFR). Apesar desta proteina ser expressa principalmente na superficie de
células apresentadoras de antigenos, tais como células B, macroéfagos, mondcitos
e células dendriticas (DCs) (CHATZIGEORGIOU et al., 2009), ela também ¢
expressa por células ndao imunes, incluindo células epiteliais, endoteliais,
fibroblastos e plaquetas (SCHONBECK e LIBBY, 2001; DANESE et al., 2004).
O ligante da molécula CD40 (CD40L) ¢ uma proteina transmembranica de
aproximadamente 39 KDa pertencente a familia do TNF, expressa na superficie
de células T CD4+ ativadas, podendo ainda ser expressa na superficie de células T
CD8+, eosinofilos, mastocitos, DCs, macrofagos e células NK (SCHONBECK e
LIBBY, 2001; DANESE et al., 2004). Além disso, formas soluveis de CD40L
também tem sido descritas (LUDEWIG et al., 1996; WYKES et al., 1998), sendo
a proteina com 18 KDa, formada ap6s perda da porgdo citoplasmatica,
transmembranica e parte do dominio extracelular, funcional e capaz de se ligar ao
seu receptor, CD40 (LUDEWIG et al., 1996; WYKES et al., 1998).

A via de sinalizagio CD40/CD40L foi inicialmente descrita como
responsavel pela ativagdo e diferenciacao de células B (CLARK e LEDBETTER,
1986). Atualmente se sabe que a interagdo entre estas duas moléculas ¢
fundamental tanto para o desenvolvimento de uma resposta imune humoral quanto
celular. As primeiras evidéncias das fungdes bioldgicas da ligagdo de CD40
vieram de pacientes possuindo mutagdes no gene CD40L, causando uma doenca
conhecida como sindrome da hiper-IgM, cujas células B sdo incapazes de
realizarem a troca na classe de imunoglobulinas de IgM para IgG ou IgA (revisto
em QAMAR e FULEIHAN, 2013). No inicio da década de 90, outras evidéncias
apoiaram a ideia de que a interacdo CD40/CD40L ¢ necessaria para a ativagao e
proliferagdo de células B: 1) anticorpos monoclonais contra CD40L inibiram a
ativacdo de células B por células T helper (NOELLE et al., 1992); 2)
camundongos deficientes em CD40L ndo formam centros germinativos em
resposta a antigenos timo-dependentes (XU et al., 1994); e 3) camundongos sem
CDA40L foram incapazes de realizarem troca de isotipo em resposta a antigenos

timo-dependentes (RENSHAW et al., 1994).
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Além dos diferentes aspectos da interacdo CD40-CD40L na imunidade
humoral, tem sido provado que esta interacdo também ¢ fundamental na resposta
imune mediada por células (CHATZIGEORGIOU et al., 2009; GOMMERMAN e
SUMMERS DELUCA, 2011). O engajamento de CD40L com seu receptor CD40
¢ necessario para a ativacao de células T e pode regular a expressao de moléculas
coestimulatorias (FOY et al., 1995; GREWAL et al., 1996). CD40L regula a
atividade coetimulatoria das APCs, aumentando a expressdao de moléculas de
superficie tais como CD80 e CD86 nas células B e estimula as DCs a expressar
CD86, CD54 ¢ MHC II (BANCHEREAU e STEINMAN, 1998; FRLETA et al.,
2003). A ligacao de CD40 nas APCs ndo apenas ajuda as células T a se tornarem
ativadas, mas também participa na ativacdo das proprias APCs, especialmente as
DCs, induzindo estas células a produzirem varias citocinas, tais como IL-6, IL-8,
IL-10, proteina inflamatoria de macréfago (MIP)-1a, TNF-a (CAUX et al., 1994;
BURDIN et al., 1995; MUNROE e BISHOP, 2007) assim como IL-12, uma
citocina crucial na polarizagao da resposta imune para Thl (CELLA et al., 1996).
Adicionalmente, a ligagdo de CD40 em monocitos e DCs conduzem a secrecao de
metaloproteinases de matriz (MMP), 6xido nitrico e aumento da atividade
tumoricida (CAUX et al., 1994; TIAN et al., 1995; MALIK et al., 1996).

Atualmente, o requerimento de CD40 em respostas por células T CD8+ ¢
bem documentado, sendo fundamental para muitas respostas de linfocitos T
citotoxicos (CTL) (GOMMERMAN e SUMMERS DELUCA, 2011), geracdo de
células T CD8+ de memoria (XYDIA et al., 2011) e permite as células T CD8+
executar fungdes helper tais como ativagdo de APCs e exibirem expressdo de

citocinas similar a de células CD4+ (FRENTSCH et al., 2013).

1.14.1 CD40-CD40L e malaria

A resposta inicial do hospedeiro contra infecgdes pelo parasito da malaria
¢ caracterizada pela producao de IFN-y e TNF-a (JACOBS et al., 1996; de

SOUZA et al., 1997). Estas citocinas pro-inflamatorias sdo produzidas em sua
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maioria por células NKs e T CD4+ apo6s o estimulo de IL-12, produzida por DCs
ativadas (MACATONIA et al., 1995; HEUFLER et al., 1996). A producao de IL-
12 pelas DCs ¢ induzida pela ligagdo de CD40 com seu ligante CD40L (CELLA
et al.,, 1996). No entanto, em camundongos, P. chabaudi chabaudi ¢ capaz de
ativar diretamente as DCs, sem o requerimento da ligacdo de CD40 (SEIXAS et
al., 2001). Em outro modelo, utilizando camundongos infectados com uma cepa
nao letal de P. berghei, foi demonstrado que as células T yd sdo importantes na
resolucao da infec¢dao, aumentando a ativacdo das DCs por meio da sinalizagao
CD40/CD40L. Apesar dos camundongos controles serem capazes de se curarem
dentro de 30 dias apds a infec¢do, camundongos knockout para o gene TCRO
apresentaram maiores parasitemias e morreram. Ao injetar anticorpos agonistas
para CD40, ativando este receptor, os camundongos knockout foram capazes de
eliminar a parasitemia e sobreviveram (INOUE et al., 2012).

Ainda mais interessante, dependendo se as DCs estdo em contato com
eritrocitos infectados, ou com merozoitos livres no sangue, a via de sinalizacdo
CD40/CD40L pode ativar as DCs de maneira diferente. Se colocadas em cultura
apenas com merozoitos livres, ou com eritrocitos infectados com P. falciparum, as
células dendriticas nao foram ativadas. Quando foi adicionado CD40L soluavel
(sCD40L), as DCs expostas aos merozoitos expressaram menos CD40, CDS80 e
HLA-DR, enquanto que a expressdo destas moléculas foi aumentada nas DCs
expostas aos eritrocitos infectados. Ainda, o estimulo com sCD40L resultou em
maior producdo de IL-12, IL-6 e TNF-a das DCs expostas aos eritrocitos
infectados e redu¢do na expressdo de IL-12 e aumento de IL-10 pelas DCs
expostas aos merozoitos. Juntos, estes resultados sugerem que a exposi¢do das
DCs aos merozoitos livres produz uma resposta imune do tipo Th2, e se expostas
a eritrocitos infectados, induz uma resposta do tipo Th1, mediada pela sinalizacao
via CD40 (MUKHERIJEE e CHAUHAN, 2008).

O papel de CD40 também tem sido demonstrado na malaria grave.
Camundongos knockout CD40”" ou CD40L"" infectados com P. berghei ANKA
sobreviveram por mais dias, quando comparados aos camundongos controles, que

sucumbem a infec¢@o até o oitavo dia apds a infeccdo. Nos camundongos cuja via
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de sinalizagdo CD40/CD40L permaneceu intacta, houve mais ruptura da barreira
hematoencefalica e a esplenomegalia e a perda de plaquetas foram mais
pronunciadas (PIGUET et al., 2001). Quando os camundongos foram tratados
com mAbs anti-CD40, a trombocitopenia e a quantidade de microparticulas foram
diminuidas (PIGUET et al., 2002).

A interagdo CD40/CD40L ¢ critica para o estabelecimento de uma resposta
imune humoral, em particular para a troca de isotipo, maturacao de células de
memoria e formagao dos centros germinativos. A producao de anticorpos contra
proteinas recombinantes de P. falciparum por PBMCs de individuos residentes
em areas de malaria holo- ou mesoendémicas foi avaliada in vitro, € observou-se
que a propor¢do de respondedores contra as proteinas R23, PfEB200, MSP-2 e
MSP-1,9 foi aumentada quando a coestimulagcao com sCD40L foi fornecida. No
entanto, a distribuicdo das subclasses de IgG nao foi alterada quando IL-6,

sCD40L ou mAbs anti-CD40 foram adicionados (GARRAUD et al., 2002).

1.15 Molécula associada na coestimulagio do linfocito B: BLyS

A descoberta de BLyS (do inglés B lymphocyte stimulator), também
conhecido como BAFF, no final da década de 1990, possibilitou grandes avangos
no entendimento das atividades dos linfocitos B e homeostase. A sobrevivéncia
das células B depende de sinais gerados da ligagao de BLyS com seu receptor
BR3 (também conhecido como BAFF-R) (THOMPSON et al., 2001). Além de
BR3, BLyS pode se ligar a outros dois receptores, denominados TACI (do inglés
transmembrane activator, calcium modulator, and cyclophilin ligand interactor) e
BMCA (do inglés B-cell maturation fator) (GROSS et al., 2000).

BLyS ¢ expressa principalmente sobre mondcitos, macrofagos, neutrofilos
e células T ativadas, mas baixa expressdo também ¢ observada sobre células de
diferentes tecidos (MOORE et al., 1999; SCHNEIDER et al., 1999). BLyS ¢ uma
proteina transmembrana do tipo II, com 285 aminoacidos, podendo ser encontrada

na forma soltvel (183 aminodcidos) apds clivagem por proteases do tipo furina.
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Alguns estudos demostraram que a expressao de BLyS ¢é regulada em resposta a
outras citocinas, especificamente IFN-a, IFN-y, IL-10 ¢ CD40L (NARDELLI et
al., 2001; LITINSKIY et al., 2002).

A principal funcao de BLyS ¢ fornecer sinais para garantir a sobrevivéncia
de células B imaturas e maduras. Apds sairem da medula Ossea, as células B
dependem de sinais derivados do receptor de células B (BCR) e da interag¢do entre
BLyS com seu receptor BR3 para o amadurecimento nos foliculos e zona
marginal (STADANLICK e CANCRO, 2008). Camundongos com delecdo do
gene BLYS ndo tém células B maduras, resultando em baixos niveis de anticorpos
circulantes e diminui¢do da resposta imune mediada por anticorpos (GROSS et
al., 2001). Se camundongos ou pacientes sdo tratados com agentes que podem
neutralizar BLyS, ¢ observado que este tratamento conduz a perda de células B
maduras (MACKAY e SCHNEIDER, 2009).

BLyS também afeta o inicio e a severidade das doengas autoimunes. A
producdo excessiva de BLyS ajuda a sobrevivéncia de células B autoreativas e de
baixa afinidade levando a um colapso da tolerancia de células B. Niveis
aumentados desta citocina s3o observados no soro de pacientes com diferentes
doencgas autoimunes, tais como artrite reumatoide (ROCHAS et al., 2009), lupus
eritematoso sistémico (PERS et al., 2005) e sindrome de Sjogren (YOUINOU et
al., 2012).

Apesar do papel essencial para BLyS ser bem estabelecida no
desenvolvimento das células B, resultados contraditérios sobre suas fungdes sao
relatados na literatura. Por exemplo, concentracdes séricas elevadas de BLyS
foram relacionadas com produgdo de anticorpos auto reativos por alguns
investigadores (MARIETTE et al., 2003; PERS et al., 2005) mas ndo por outros
(COLLINS et al., 2006). Provavelmente, estes resultados conflitantes sejam fruto
da complexidade bioldgica decorrente da ligacdo de BLyS com seus trés
receptores, somado ainda a existéncia de outros ligantes, denominados APRIL (do
inglés a proliferation-inducing ligand) ¢ TWEAK (do inglés TNF-like weak
inducer of apoptosis) que compartilham com BLyS os receptores TACI e BMCA.

Os exatos papéis destes receptores ainda ndo estdo completamente elucidados.
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Auséncia da sinalizagdo fornecida por TACI esta relacionada a diminuigdo
da resposta imune humoral, ilustrada pela acentuada diminui¢do de resposta T-
independente contra antigenos polissacarideos. Concordante com esta observacao
¢ o fato de TACI ser expresso predominantemente em células B presentes na zona
marginal, que desempenham papel importante na resposta contra antigenos T-
independentes (VON BULOW et al., 2001). Devido ao fato de camundongos
deficientes em TACI terem maior quantidade de células B, foi proposto que TACI
age como um regulador negativo na sobrevivéncia de células B, diferente de BR3,
que fornece sinais de sobrevivéncia. Consistente com isto, camundongos TACI”
desenvolvem linfoproliferagdo e doencas autoimunes com autos titulos de
anticorpos (YAN et al.,, 2001; SESHASAYEE et al., 2003). Pacientes com
imunodeficiéncia comum variavel (CVID) apresentam as mesmas caracteristicas
imunolégicas de camundongos TACI”, incluindo imunodeficiéncia e
autoimunidade. De fato, de 5% a 10% dos pacientes com CVID possuem no
minimo uma muta¢do no gene TACI (SALZER et al., 2005). Células B destes
pacientes ndo realizam troca de isotipo e baixos niveis de IgG e IgA sao
observados nestes individuos (SALZER et al., 2005).

Ja o papel do receptor BCMA ¢ ainda menos claro. Inicialmente, este
receptor foi considerado funcionalmente redundante, uma vez que camundongos
BCMA™ ndo apresentaram fenotipo discernivel de camundongos normais (XU e
LAM, 2001). No entanto, estudos posteriores indicam que BCMA pode ter dupla
fun¢do, atuando tanto na sobrevivéncia de plasmoécitos na medula 6ssea como
também agindo em sinergia com Fas no controle da proliferacdo de células B

(O'CONNOR et al., 2004; JIANG et al., 2011).

1.15.1 BLyS e malaria

BLyS ¢ uma citocina critica para a sobrevivéncia e diferenciacdo das
células B. Citocinas que estimulam a produgdo de BLyS incluem IL-10 e IFN-y

(CRAXTON et al., 2003), as quais sdo produzidas durante a infeccdo por agentes
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da malaria (WALTHER et al., 2006). De fato os niveis de BLyS foram
aumentados em criangas com malaria aguda e correlacionado positivamente com
os niveis de IL-10 e IFN-y (NDUATTI et al., 2011). No tecido placentario de
gravidas com malaria, niveis aumentados de BLyS também foram encontrados, e
foram negativamente associados com perda de peso dos recém-nascidos
(MUEHLENBACHS et al., 2007). In vitro, hemozoina e antigenos soluveis do P.
falciparum induziram a expressdo de BLyS na superficie de monocitos e
promoveram a proliferacdo e produgdo de anticorpos IgG de células B (KUMSIRI
et al., 2010).

Entretanto, diferentemente da maior produ¢do de BLyS, reduzida
expressdao do receptor BR3 foi observada nas células B periféricas de criangas
com malaria aguda (NDUATTI et al., 2011). Isto ¢ semelhante ao observado para
outras doencas onde ocorre maior producdo de BLyS (SELLAM et al., 2007;
FONTAINE et al., 2011) e possivelmente reflete a manutengdo da homeostase
quando o ligante BLyS estd disponivel em excesso, o que pode impedir a
sobrevivéncia de células B (SELLAM et al., 2007). De fato, criangas com malaria
que mantiveram células B expressando mais BR3 produziram mais anticorpos
IgM e IgG especificos (NDUATT et al., 2011).

Em um interessante estudo conduzido por Liu e colaboradores (2012),
foram utilizados modelos murinos para avaliar o papel de DCs e BLyS na
manutengdo de células B de memoria. As DCs sdo fundamentais na ativagao,
proliferagdo e sobrevivéncia tanto de células B virgens como de células B de
memoria, e em parte, sua fungdo ¢ atribuivel a producdo de BLyS (MACKAY e
BROWNING, 2002; AVERY et al, 2003). Liu e colaboradores (2012)
demonstraram que apesar da geracdo de células B de memoria em resposta a
vacinagao com MSP-19, a fun¢do destas células foram anuladas devido a falta de
expressdo de BLyS nas DCs em camundongos infectados com P. yoelli. Os
autores utilizaram diferentes ferramentas para confirmar que a expressdao de BLyS
¢ essencial para geragdo de células B de memoria especificas para MSP-19
durante a malaria. Primeiro, A transferéncia de DCs expressando BLyS foi capaz

de estimular as células B de memoéria em camundongos vacinados.
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Posteriormente, os autores utilizaram camundongos BLyS-Tg, que expressam
BLyS constitutivamente, e verificaram que BLyS aumenta a sobrevivéncia de
células B especificas para a MSP-1,9. Além disso, os camundongos BLyS-Tg
sobreviveram a infec¢des de cepas letais de P. yoelli, mesmo na auséncia de
vacinagdo, demonstrando assim o papel protetor de BLyS. Por ultimo, em uma
linhagem de camundongo knockout (TRAF3KO), cuja células B ndo dependem da
sinalizagdo por BLyS para sobreviverem, o numero de células B especificas para
MSP-1,9 foi maior do que o visto em camundongos selvagens, apos a infec¢ao

com P. yoelli.

1.16 Molécula associada na coestimulagdo da resposta imune: ICOS

Outra importante molécula coestimulatoéria, homologa a CD28, é chamada
ICOS (do inglés inducible costimulator). ICOS é expressa em células T CD4" e T
CDS8" apos a ativagdo e esta presente em células T efetoras e de memoria
(COYLE et al., 2000). O ligante desta molécula, denominado ICOSL, ¢ produzido
em células dendriticas, monocitos e células B ativadas. Além dos sinais
fornecidos pelo TCR, citocinas tais como IL-12 e IL-23 podem aumentar a
producdo de ICOS (WASSINK et al., 2004) e apesar dos sinais fornecidos por
CD28 nao serem necessarios para a inducao de ICOS, eles aumentam a expressao
desta molécula (VAN BERKEL et al., 2005). Notavelmente, a expressao de ICOS
parece ser maior em células T CD4" Th2 quando comparado a células T CD4"
Thl (COYLE et al., 2000).

Assim como CD28, a ligagdao de ICOS aumenta a diferenciacao de células
T e a produgdo de citocinas. Inicialmente, ICOS foi relacionado com a producao
de altos niveis de IL-10 e IL-4, mas estudos em diferentes modelos também
demonstraram a importancia desta molécula na produgdo de citocinas Thl
(McADAM et al., 2000; MAK et al., 2003). Lohning et al. (2003) examinaram e
categorizaram c¢lulas T de o6rgdos linfoides secundarios de ratos de acordo com a

Shigh Smedium)

expressdao de ICOS como alta expressao (ICO ), média expressao (ICO
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¢ baixa expressio (ICOS ™). Curiosamente, os niveis de ICOS foram
correlacionados com o padrio de citocinas produzidos. Células ICOS™" foram

Smedium

associadas com a produgdo de IL-3, IL-6 ¢ IFN-y, células ICO , a grande

maioria das células T ICOS" in vivo, foram associadas com a producio de
citocinas Th2, tais como IL-4, IL-5 e IL-13 enquanto que células ICOS™¢" foram
associadas com a produ¢do de IL-10. Interessantemente, esta observagdo esta de
acordo com outros dois estudos que demonstraram que a presenca de ICOS ¢
fundamental para que células Tregs produzam IL-10 (AKBARI et al., 2002).

Diferentemente de CD28, ICOS nao possui o motivo de ligacdo para a
proteina Grb2 em sua cauda citoplasmatica, que € critica para a producao de 1L-2
(OKAMOTO et al., 2003). Apesar disso, alguns estudos reportaram diminui¢do na
proliferagao de células T deficientes de ICOS, embora esta redugdo nao tenha sido
tdo pronunciada comparada a de células T deficientes em CD28 (NURIEVA et al.,
2003). Células T murinas proliferaram quando estimuladas por sinais via TCR e
ICOS, mas apenas quando IL-2 foi fornecido (VAN BERKEL et al., 2005).
Diferentemente das células murinas, células T periféricas humanas foram ativadas
in vitro sem a necessidade de adi¢do de IL-2, e o bloqueio de ICOS resultou em
reducdo na proliferacdo de células T (RILEY et al., 2001).

O sinal coestimulatorio fornecido pela ligagdo de ICOS também atua na
resposta imune humoral. Varios estudos demonstraram o importante papel desta
via coestimulatoria na diferenciagdo de células B, troca de isotipo de
imunoglobulina, formagdo de centros germinativos e desenvolvimento de células
B de memoria (revisto em SIMPSON et al., 2010). Camundongos ICOS™ formam
centros germinativos menores quando comparados a camundongos selvagens,
acompanhado de redugdo nos niveis séricos de IgG1 e IgG2a (MAK et al., 2003).

O papel de ICOS em humanos foi melhor evidenciado quando
pesquisadores descobriram quatro pacientes com dele¢do homozigota do gene
ICOS. Embora as células T destes pacientes tenham apresentado resposta
linfoproliferativa normal, redu¢do do numero de células B de memoria e

plasmocitos em orgaos linfoides periféricos, bem como diminui¢cdo dos niveis
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séricos de imunoglobulinas foram observados (SALZER et al., 2004; SALZER e
GRIMBACHER, 2006).

1.17 Regido cromossémica 2q33: Polimorfismos e estrutura dos genes CD28,

CTLA4 e ICOS

CD28 e CTLA4 sao genes vizinhos, localizados na regido cromossdmica
2933, que foram identificados no final da década de 1980 (ARUFFO e SEED,
1987; DARIAVACH et al., 1988). Uma década depois, um terceiro gene, /COS,
foi identificado muito préoximo a CD28 e CTLA4 (HUTLOFF et al., 1999).
Entretanto, apenas em 2003 a regido de 300 kb que abriga estes genes foi
inteiramente sequenciada e a distancia exata entre estes trés genes foi confirmada
(UEDA et al., 2003).

O comprimento e a composi¢do dos exons de CD28, CTLA4 e ICOS sdo
bem conservados. CD28 e CTLA4 possuem 4 exons: o exon 1 codifica o peptideo
sinal, o exon 2 codifica o dominio extracelular, o exon 3 codifica a regido
trasmembranica e o exon 4 codifica o dominio citoplasmatico (LEE et al., 1990)
ICOS contem 5 exons, sendo os 4 primeiros semelhantes aos dos genes CD28 e
CTLA4, enquanto que o quinto exon € curto e codifica o dominio citoplasmatico

juntamente com o exon 4 (Figura 9) (LING et al., 2001).

CDh28 CTLA4 ICOS
36kb 6kb 20kb
-4 ——HH ——HHH
centromer
2933

Figura 9 — Estrutura dos genes CD28, CTLA4 e ICOS presentes na regido cromossdmica 2q33. Os
blocos pretos indicam as regides codificantes e os blocos brancos indicam as regides nao
codificante dos exons. Os introns sdo indicados pelas linhas horizontais entre os exons.

Fonte: adaptado de Haimila e colaboradores (2004).
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Diversos polimorfismos nos genes CD28, CTLA4 e ICOS ja foram
identificados. Na regido codificadora do gene CD28, trés SNPs sdo nao
sinonimos: CD28c¢c. 73G>A (Gly25Arg) (rs3181099) no exon 1; CD28c. 224G>A
(Ser75Asn) (rs35290181) no exon 2 e CD28c. 272G>A (Gly91Asp) (rs75899942)
que também estd no exon 2. Além disso, mais quatro SNPs sindnimos foram
encontrados, todos no terceiro exon (KARABON ¢ FRYDECKA, 2012). No
intron do gene, 11 SNPs foram identificados, mas o SNP CD28 177>C
(rs3116496) ¢ o mais estudado no contexto de doengas autoimunes e neoplasicas.
Este polimorfismo se encontra proximo a um sitio de recomposi¢do (splicing) ¢
pode influenciar a eficiéncia de recomposi¢do do mRNA, afetando assim a
expressdao da proteina (AHMED et al., 2001). Além disso, este SNP ja foi
associado a alguns tipos de cancer (SUWALSKA et al. 2008; CHEN et al. 2011),
artrite reumatoide (LEDEZMA-LOZANO et al. 2011) e diabetes tipo I (IHARA et
al., 2001).

Polimorfismos situados na regido promotora do gene também podem
regular a expressdo do gene. O efeito funcional do SNP CD28 -372G>A4
(rs35593994) ainda precisa ser elucidado, mas uma busca por sitios de ligacao
para fatores de transcri¢ao sugere que o alelo 4 difere do alelo G ao criar um sitio
de ligacdo (CCAAT) para uma proteina acentuadora (TEUSCH et al., 2004).
Entretanto, apesar do possivel efeito funcional na expressio do gene, este
polimorfismo tem sido raramente investigado, com excecdo de um estudo
realizado por Teusch e colaboradores (2004), que nao encontrou associagdo deste
SNP com esclerose multipla na populagdo australiana e outro estudo conduzido
por Dalla-Costa e colaboradores (2010) na populacdo brasileira, que nao
encontrou associacao com pénfigo foliaceo.

O primeiro relato de associagao entre polimorfismos no gene CTLA4 com
doengas autoimunes veio de um estudo em uma populacdo caucasiana portando a
doenga de Graves, utilizando marcadores microssatélites (YANAGAWA et al.,
1995). Vinte e um alelos (repeticoes AT na regido 3° UTR do exon 4) foram
identificados, com tamanhos variando de 88 a 134 pb, sendo que o alelo de 106 pb

foi mais frequente na amostra de doentes quando comparado com individuos
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controle, produzindo um odds ratio (OR) de 2,82 (YANAGAWA et al., 1995). No
entanto, estes marcadores microssatélites ndo parecem ser importantes em termos
de expressao génica ou na funcdo da proteina, e possivelmente a associacao
encontrada seja decorrente de desequilibrio de ligacdo entre este microssatélite
com alguma variante causal da doenga (GOUGH et al., 2005).

Posteriormente, um novo estudo encontrou associagdo entre um SNP no
exon 1 (rs231775) tanto com diabetes tipo 1 como com doenca de Graves
(NISTICO et al., 1996). Este polimorfismo, uma transicdo G>4 na posicao +49
do exon 1, leva a uma troca do aminoacido Ala por Thr na posi¢ao 17 do peptideo
sinal e foi encontrado em forte desequilibrio de ligagdo com o microssatélite
anteriormente citado. Maurer e colaboradores (2002) avaliaram a alteracao
funcional envolvendo o SNP CTLA4 +49G>A com a ativagdo de células T, e
notaram que individuos com o genotipo A4 apresentaram diminuigdo da ativagao
e proliferacao de células T. Este maior efeito inibitorio pode estar relacionado ao
fato da proteina codificada pelo alelo 4 possuir maior afinidade por CD80 quando
comparada com a proteina codificada pelo alelo G (SUN et al., 2008). Além disso,
também foi demonstrado que o alelo G provoca alteragdo do trafego intracelular
de CTLA-4 devido a alteragdes no processo de glicosilagao da proteina, reduzindo
sua expressao na superficie celular (ANJOS et al., 2002).

Estudos subsequentes encontraram associacdo deste SNP com diversas
doencas autoimunes, tais como doenga de Addison (DONNER et al., 1997;
KEMP et al., 1998), hipotireoidismo autoimune (NITHIYANANTHAN et al.,
2002), doenca celiaca (DJILALI-SAIAH et al., 1998), esclerose biliar primaria
(AGARWAL et al., 2000), lapus eritematoso sistétmico (CHANG et al., 2012;
HUGHES et al., 2012), esclerose multipla progressiva primaria (MAURER et al.,
2002), artrite reumatoide (VAIDYA et al., 2002; LI et al., 2012), diabetes tipo |
(BENMANSOUR et al., 2010), pénfigo folidceo (DALLA-COSTA et al., 2010) e
esclerose sistémica (SONG e LEE, 2013).

Outro SNP (rs5742909) foi identificado na posi¢do -318 na regido
promotora do gene CTLA4, uma troca de citocina por timina. Este polimorfismo

também tem efeito funcional ja descrito, sendo o alelo 7" associado com maior
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atividade promotora, provavelmente devido a criagdo de um sitio de ligagdo de
um fator de transcri¢do, LEF-1 (fator estimulador linfoide-1) (CHISTIAKOV et
al., 2006, de ALMEIDA e PETZL-ERLER, 2013). Este alelo também foi
associado com aumento de mRNA e expressao de CTLA-4 (LIGERS et al, 2001;
ANJOS et al, 2002). Assim como o SNP CTLA4 +49G>A, este polimorfismo foi
amplamente investigado em diversas doengas, e associa¢do foi encontrada com
brucelose (ESKANDARI-NASAB et al., 2013), cancer cervical (XIONG et al.,
2013), hepatite C (KHORSHIED et al., 2013) e doenga de Graves (PARK et al.,
2000).

No gene ICOS, dois microssatélites no quarto intron e 31 SNPs ja foram
identificados (KARABON e FRYDECKA, 2012). Nenhum destes SNPs altera a
sequéncia de aminodcidos da proteina, mas alteracdes funcionais ja foram
demonstradas para alguns. O SNP ICOS 1624C>T (rs10932037) influenciou os
niveis de mRNA de ICOS (KAARTINEN et al, 2007). Os autores deste trabalho
demonstraram que células T CD4+ de homozigotos CC para este SNP possuiam
maior quantidade de mRNA de ICOS 1 e 3 horas ap0s a ativagdo comparadas com
as células T CD4+ de individuos heterozigotos e homozigotos para o alelo 7. Trés
SNPs, ICOS 1624C>T, ICOS 1564C>T (1s4404254) e ICOS 2373G>C
(rs10183087), localizados na regido 3’ ndo traduzida também influenciam os
niveis de mRNA do gene (CASTELLI et al., 2007). Além disso, trés principais
haplétipos, que foram associados com alteracdes na secre¢ao de IL-10, também
foram identificados neste estudo (CASTELLI et al., 2007). Em recente estudo do
tipo caso-controle, Pendeloski e colaboradores (2011) relataram associagdo entre
o SNP ICOS 1564C>T em mulheres com pré-eclampsia. Haimila e colaboradores
(2009) verificaram que o genotipo 77 para este mesmo SNP em individuos que
receberam transplante renal estd relacionado a menores niveis de ICOS e atraso na

fungdo do enxerto.
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1.18 Polimorfismos e estrutura do gene CD86

O gene CD86 esta localizado no cromossomo 3q21 e contem 8 exons,
possuindo mais de 22 Kb. Os exons 1 e 2 sofrem um processo de recomposicao
alternativa e ndo sdo traduzidos, o exon 3 codifica o peptideo sinal, os exons 4 ¢ 5
codificam o dominio extracelular, o exon 6 codifica a regido transmembréanica e
parte do dominio intracelular, juntamente com os exons 7 ¢ 8 (Figura 10) (JELLIS

etal., 1995).

EX1 EX2 EX3 EX4 EX5 EX6 EX7 EX8
|:I 22400 I13556 I23j1862 I 2765 I 8640 I 134:E
137 143 49 335 302 143 45 1698

Figura 10 — Estrutura do gene CD86. Os blocos pretos indicam as regides codificantes e os blocos

brancos indicam as regides ndo codificante dos exons. Os introns sdo indicados pelas linhas
horizontais entre os exons.

Fonte: adaptado de Dalla Costa e colaboradores (2010).

Dois SNPs nado sindnimos foram identificados no gene, CD86 +1057G>A
(rs1129055), localizado no exon 8, que leva a substituicdo do aminoacido alanina
por treonina na posi¢do 304 da proteina, e outro SNP, localizado no exon 5, que
leva a troca da isoleucina por valina na posi¢do 179 da proteina, e foi associado
com aumento na produ¢do de citocinas do tipo Thl e Th2 (CORYDON et al.,
2007).

O SNP CD86 +1057G>A introduz um sitio potencial de fosforilagdo na
regido citoplasmatica da molécula (DELNESTE et al., 2000). Este SNP esta
presente em alta frequéncia em populacdes caucasoides e asidticas, e € quase
ausente em populagdes amerindias (BELTRAME et al., 2012). No entanto, até o
momento, o unico estudo que avaliou o possivel efeito funcional deste SNP nao

encontrou qualquer alteracdo na expressdo do mRNA ou da molécula CD86 (de
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ALMEIDA e PETZL-ERLER, 2013). Este polimorfismo continua sendo
extensivamente avaliado em estudos de associagdo com doengas autoimunes e
neoplésicas e diferentes resultados foram encontrados. Estudos do tipo caso-
controle evidenciaram associacdao entre este polimorfismo com pénfigo foliaceo
(DALLA-COSTA et al., 2010), cancer no pancreas (XIANG et al., 2012),
sarcoma de Ewing (WANG et al., 2012), osteossarcoma (WANG et al., 2011),
cancer colorretal (PAN et al., 2010), mas nao com artrite reumatoide
(MATSUSHITA et al., 2000; LIU et al., 2013), esclerose sistémica (TEUTSCH et
al., 2004), lupus eritematoso sistémico (MATSUSHITA et al., 2000) e diabetes
tipo I (TURPEINEN et al., 2002).

1.19 Polimorfismos e estrutura dos genes CD40 e CD40L

O gene CD40 se localiza em 20q12-13.2 e possui 9 exons com tamanho
variando de 29 a 412 pb. O exon 1 codifica o peptideo sinal, a regido intracelular ¢
codificada pelos exons 2 a 6, o exon 7 codifica a regido transmembranica
enquanto que o dominio extracelular ¢ codificado pelos exons 8 € 9 (Figura 11). O
gene codifica um mRNA de 1,5 kb e a fase de leitura aberta (ORF, do inglés open
reading frame) de sua sequéncia contem 831 pb (VAN KOOTEN e
BANCHEREAU, 2000).

Mais de 300 SNPs ja& foram identificados no gene, mas poucos foram
avaliados em relacdo a possiveis implicagdes funcionais e associacdo com
doengas. Sem duvida, o SNP mais amplamente estudado se encontra na regido 5’
nao traduzida, localizado na posi¢do -1 do codon de inicia¢do. Este SNP, CD40 -
1C>T (rs1883832), afeta a sequéncia de Kozak, uma curta sequéncia que cerca o
cddon de iniciagdo, que ¢ fundamental para o processo de traducdo proteica
(TOMER et al., 2002). Por interferir com a capacidade do ribossomo em iniciar o
processo de traducao, sabe-se que o alelo 7 ¢ responsavel pela redugdo de 15-30%

na expressao de CD40 (JACOBSON et al., 2005).
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B

Figura 11 — Estrutura do gene CD40. Os blocos pretos indicam as regides codificantes e os blocos

brancos indicam as regides ndo codificante dos exons. Os introns sdo indicados pelas linhas
horizontais entre os exons.

Fonte: adaptado de van Kooten e Banchereau (2000).

Em recente meta-analise, Li e colaboradores. (2012) confirmaram a
associacdo do genotipo 77 com resisténcia a doenga de Graves, anteriormente
observada em diferentes grupos étnicos, incluindo europeus (TOMER et al.,
2002), coreanos (KIM et al., 2003) e japoneses (BAN et al., 2006). O alelo T
também tem sido associado com protegdo a artrite reumatoide (GARCIA-
BERMUDEZ et al., 2012). No entanto, é importante notar que este alelo protetor
pode estar associado a susceptibilidade a outras doengas autoimunes. Korobko e
colaboradores (2013) verificaram que o alelo 7T estd correlacionado com a
progressao da esclerose multipla. Além disso, a frequéncia deste alelo foi maior
em pacientes com esclerose multipla e doenga de Crohn, sugerindo que
mecanismos moleculares distintos estdo envolvidos na etiologia destas doencas
(BLANCO-KELLY et al., 2010).

O gene CD40L se localiza no cromossomo X, na posicdo Xq26.3. Este
gene possui 5 exons € 4 introns, com um total de aproximadamente 12 kb (Figura
12). A maior parte da proteina, representada pela regido extracelular, ¢ codificada
pelos exons 2 a 5, enquanto que o exon 1 codifica os dominios intracelulares e
transmembrana (VILLA et al., 1994).

Sabet e colaboradores (2002) sequenciaram a regido promotora, bem como
o exon 1 e parte do intron 1 do gene, e encontraram apenas dois SNPs, CD40L -
726T>C (rs3092945), localizado na regido promotora, e CD40L +220C>T, uma
troca sindbnima no exon 1. Neste mesmo trabalho, os autores investigaram a
associacao destes dois SNPs com formas graves de maléria por P. falciparum, e
constataram que o alelo CD40L -726C foi associado com protecdo a malaria

cerebral e anemia severa em homens hemizigotos. Estudos subsequentes
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avaliaram se esta associagdo, observada inicialmente no Gambia, era reprodutivel
em outras populacdes africanas. Em Mali, ndo foi observada associacdo entre este
SNP na incidéncia de malaria grave (TOURE et al., 2012). Na Tanzania, mulheres
com o genotipo CC, diagnosticadas com malaria grave, tiveram cinco vezes mais
chance de apresentarem sindrome da angustia respiratéria aguda quando
comparadas com aquelas com os gendtipos 7C ou 77 (MANJURANO et al.,
2012). Outro estudo, mais recente, originado de um consorcio envolvendo
diferentes institui¢des, avaliou se este SNP estava associado a episddios de
convulsdes em criancgas infectadas com P. falciparum, em quatro paises africanos:
Gana, Quénia, Tanzania e Malawi (KARIUKI et al., 2013). Em Malawi, mulheres
heterozigotas apresentaram oito vezes mais chances de terem episodios de
convulsdes enquanto que no Quénia, mulheres com o genoétipo CC foram
associadas com menos episodios de convulsoes.

Apenas dois estudos avaliaram este SNP fora do continente africano.
Malheiros e Petzl-Erler (2009) encontraram uma frequéncia muito menor do alelo
C em pacientes com pénfigo folidceo, quando comparados com individuos
controle na populagdo da regido sul do Brasil, gerando um odds ratio de 0,27.
Este efeito protetor foi semelhante tanto em homozigotos como em heterozigotos,
sugerindo um efeito dominante do alelo C. J4 em outro estudo realizado na regido
Amazodnica brasileira, Capobianco e colaboradores (2013) ndo encontraram
associagdao deste SNP com maldaria vivax em individuos infectados no Estado do

Amapa.

— - -

Figura 12 — Estrutura do gene CD40L. Os blocos pretos indicam as regides codificantes e os

blocos brancos indicam as regides ndo codificante dos exons. Os introns sdo indicados pelas linhas
horizontais entre os exons.

Fonte: adaptado de van Kooten e Banchereau (2000).
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1.20 Polimorfismos e estrutura do gene BLYS

O gene BLYS estéd localizado em 13g33.3 e contem 6 exons e 5 introns,
correspondendo a 39 kb. O principal transcrito do gene possui 1204 pb com uma
ORF de 858 pb (Figura 13) (LAHIRI et al., 2012). A regido promotora, de 1020
pb pode ser ativada por muitos fatores de transcricdo (FU et al., 2006). Poucos
autores investigaram se o aumento da expressdao da proteina poderia ser
determinado geneticamente. Uma triagem nas regides codificadora, 5’ ¢ 3’ nao
codificadas e promotora do gene possibilitou a identificacdo de 4 SNPs na regido
promotora (-1283G>A, -871G>T, -514T>C e -353G>C), um SNP no intron 1
(IVSI-45 C>G) e um SNP ndo sindnimo no exon 1 (Alal05Thr) (KAWASAKI et
al., 2002). Neste mesmo estudo ndo foi encontrado associagdo entre nenhum
destes SNPs com lupus eritematoso sistémico ou artrite reumatoide, mas houve
uma tendéncia de aumento na propor¢do do genotipo -§71 TT em pacientes com
lapus. Além disso, os niveis de mRNA do gene foram significativamente maiores
nos monocitos dos individuos com o alelo 7.

Provavelmente, em vista destes resultados, o SNP BLYS -871C>T
(rs9514828) vem sendo mais investigado. A posicao -871 corresponde a um sitio
de ligagdo para o fator de transcrigdo MZF1, e ¢ possivel assim que este SNP
possa influenciar os niveis de mRNA de BLYS. A expressdao da proteina foi
comparada em diferentes células de individuos saudaveis, possuindo diferentes
genotipos para este SNP, e foi observado que células T CD8+, monocitos e
células NK de individuos com o gendtipo CC expressavam mais BLYS (de
ALMEIDA e PETZL-ERLER, 2013). Além disso, este SNP foi também associado
a lapus eritematoso sistémico (ZAYED et al.,, 2013), sindrome de Sjogren
(NEZOS et al., 2013), infertilidade idiopatica (CHRISTOFOLINI et al., 2011) e
purpura trombocitopénica idiopatica (EMMERICH et al., 2007).
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Figura 13 — Estrutura do gene BLYS. Os blocos brancos indicam as regides codificantes e os
blocos cinzas indicam as regides ndo codificante dos exons. Os introns s@o indicados pelas linhas
horizontais entre os exons.

Fonte: adaptado de Kawasaki e colaboradores (2002).

1.21 Estudos de Associacao e Ancestralidade

Os estudos de associacdo sao amplamente utilizados para identificar a base
genética de caracteristicas quantitativas, como por exemplo, a susceptibilidade a
doencas complexas ou ainda fenotipos de uma determinada doenga. Existem
diferentes métodos usados para a deteccdo de genes que contribuem para um
determinado trago, mas sem duvida o tipo de estudo mais empregado sdo aqueles
que examinam diferengas na frequéncia de polimorfismos entre os individuos que
apresentam determinado fenotipo (caso) com individuos que ndo o apresentam
(controle).

Apesar da maioria da variagdo genética nao apresentar qualquer fungao
bioldgica conhecida, alguns polimorfismos podem afetar o fenotipo de um
individuo. Ainda, tais polimorfismos ndo funcionais podem ser Uteis marcadores
em estudos genéticos ao estarem localizados proximos e ndo segregarem de
maneira independente do verdadeiro alelo causal do fenétipo (FOULKES, 2009).

Dentre os diferentes marcadores genéticos (variagdo no nimero de copias
[CNV], insercdo-delecdo [INDEL], microssatélites), os mais empregados em
estudos de associagdo sdo do tipo SNP, que consiste na alteracdo de um unico
nucleotideo por outro. Apesar de poderem ser bi, tri ou tetra-alélicos, existem
geralmente na forma bialélica. Os SNPs representam a fonte mais abundante de

variabilidade do genoma humano, e atualmente ja foram descritos mais de onze
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milhdes espalhados em regides codificantes, podendo assim alterar a fungdo da
proteina, em regides promotoras, podendo afetar a expressdo do gene, ou ainda
em regioes nao codificantes (www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP).

Entretanto, em estudos de associagdo do tipo caso-controle, existe o risco
de se encontrar associagdes espurias, termo utilizado para descrever associaciao
estatistica entre um marcador ¢ um fenotipo sem que tal marcador esteja
realmente associado ao fenotipo. Geralmente associacdes espurias sao decorrentes
da estratificagdo populacional, que ocorre em grupos que possuem frequéncias
alélicas diferentes entre e dentro dos subgrupos ou em populacdes miscigenadas
com diferentes fracdes de ancestralidade (FOULKES, 2009). Dessa forma, nos
estudos de associagao deve-se considerar a analise de ancestralidade para eliminar
a possibilidade de a associagdo ser consequéncia do background genético da
populacdo estudada. Com este intuito, marcadores genéticos que capturem
diferengas nas frequéncias alélicas entre populacdes continentais que possam
atribuir a ancestralidade de um individuo, ou ainda estimar propor¢des de
populagdes parentais em populagdes miscigenadas, estdo sendo cada vez mais
utilizados e sdo designados de marcadores informativos de ancestralidade (AIMs,
do inglés ancestry informative markers).

Esta observagdo ¢ de grande relevincia quando se pretende realizar
estudos em populacdes miscigenadas como a brasileira. Geralmente, indicadores
de aparéncia fisica, especialmente a cor da pele, sdo utilizados para determinar a
ancestralidade. Entretanto, como consequéncia da intensa miscigenacdo da
populagdo brasileira, resultado de cinco séculos de cruzamentos interétnicos entre
europeus, africanos e amerindios, estes indicadores sdo pobres descritores da
ancestralidade gendmica (PARRA et al. 2003; PENA et al. 2011; CARDENA et
al. 2013). Dessa forma, faz-se necessario a utilizagdo de AIMs ao se realizar

estudos de associacdo na populagdo brasileira.
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1.22 Hipotese

Polimorfismos em genes coestimulatorios do sistema imune humano
podem influenciar os niveis e prevaléncia de anticorpos contra proteinas de

estagio sanguineo do P. vivax.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar a resposta de anticorpos IgG contra antigenos de estagio sanguineo
do P. vivax e avaliar a influéncia de polimorfismos em genes coestimulatdrios na

resposta imune humoral do hospedeiro.

2.2 Objetivos especificos

1. Estimar as frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas de variantes nos genes
CD28, CTLA4, ICOS, CD40, CD40L, CD86 e BLYS em amostras de pacientes
infectados por P. vivax;

2. Analisar a distribuicdo dos polimorfismos de nos genes coestimulatorios
na populagdo brasileira em relacdo a ancestralidade genética, por meio de
marcadores informativos de ancestralidade (AIMs);

3. Avaliar a relagdo entre os polimorfismos nos genes coestimulatorios com a
parasitemia;

4. Avaliar a prevaléncia e niveis de IgG total em pacientes infectados com P.
vivax contra os seguintes antigenos de superficie do P. vivax: MSP-19,
DBP ¢ AMA-I;

5. Avaliar a prevaléncia de anticorpos IgM, IgG e subclasses de IgG contra
uma proteina N-terminal da MSP-1 do P. vivax (ICB2-5);

6. Descrever o perfil imunoepidemioldgico da aquisicdo de anticorpos IgG
de acordo com a idade, tempo de residéncia na 4rea endémica, nimero de
episodios prévios de malaria e tempo decorrido desde o ltimo episddio de

malaria
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3 Material e Métodos

3.1 Area de estudo

O estudo foi desenvolvido no municipio de Goianésia do Pard, (03°50'33"
S; 49°05'49" W), que esta localizado na mesorregido do sudeste paraense,
limitando com os municipios de Breu Branco, Novo Repartimento, Dom Eliseu,
Ipixuna do Para, Jacundd e Rondon do Para, distante da capital Belém em
aproximadamente 300 Km, cujo principal acesso ¢ pela rodovia estadual PA-150.
O municipio de Goianésia do Para tem uma extensdo territorial de 7.021 Km?,
com populacdo estimada em 2011 de 28.583 habitantes (IBGE, 2012). O clima ¢
tropical semiimido, com temperatura média anual de 26,3°C e precipitagdo média
anual em torno de 2.000 mm’.

Nos anos de 2011 e 2012, o numero de casos de malaria foi de 2.856 ¢
1.136, respectivamente, sendo a maioria ocasionada pelo P. vivax (79,0%). Em
2011, ocorreram mais de cem casos de malaria em todos os meses ao longo do
ano, e os maiores numeros foram registrados nos meses de janeiro e agosto (355 e
339, respectivamente). Em 2012 os casos de maldria ocorreram de maneira
constante ao longo do ano, com exce¢do do primeiro trimestre, onde foram
registrados 261, 207 e 137 casos nos meses de janeiro, fevereiro e margo,
respectivamente (Figura 14) (BRASIL, 2013). O vetor de malaria predominante
no municipio € o Anopheles darlingi Root, 1926 e o indice de picada por homem
por hora foi de 0,33 € 0,34 em 2011 e 2012, respectivamente (PRIMO et al., dados

nao publicados).
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Numero de casos de malaria nos anos de 2011 e 2012 em Goianésia do Para
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Figura 14 — Numero de casos més a més registrados no municipio de Goianésia do Para nos anos

de 2011 e 2012.

3.2 Amostras

Foram coletadas 223 amostras de individuos maiores de 10 anos, sendo
153 do sexo masculino (68,6%) e 70 do sexo feminino (31,4%). Os individuos
foram entrevistados, registrando se dados sobre idade, tempo de residéncia na area
endémica e aquisi¢do prévia de malaria (quantidade e tempo decorrido desde a
ultima infec¢do).

As amostras foram coletadas no principal posto de diagndstico de malaria
do municipio apdés a confirmacdo de infec¢do por P. vivax, diagnosticada pela
gota espessa, antes dos pacientes iniciarem o tratamento. O sangue foi colhido por
venopungdo periférica, com agulha e seringa descartaveis ou por aspiracdo a

vacuo em tubos Vacutainer® (Becton Dickinson, CA, EUA). Coletou se
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aproximadamente 10 mL de sangue, sendo o material dividido em tubos com e
sem anticoagulante EDTA (do inglés ethylenediamine tetraacetic acid). O sangue
foi centrifugado para a obten¢ao do plasma e soro, que foram estocados em tubos
Eppendorf e mantidos congelados a -20°C.

Com o objetivo de se avaliar as frequéncias genotipicas e alélicas dos
SNPs estudados, bem como a influéncia da ancestralidade na distribuicao destes,
além das amostras coletadas dos individuos infectados com P. vivax, foram
coletadas 50 amostras de sangue de individuos saudaveis residentes no municipio
de Goianésia do Para.

Todos o0s participantes ou responsaveis assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Este projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Faculdade de Medicina de

Sdo José do Rio Preto (n°® 4599/2011) (Anexo I).

3.3 Diagnostico e determinacio da parasitemia por microscopia

O diagnostico de malaria bem como a parasitemia foram realizados pelo
método da gota espessa coradas com a técnica de Walker, conforme estabelecido
pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2005). Pelo menos 100 campos
microscopicos foram examinados antes de se definir o resultado de cada lamina.
Para determinagdo da parasitemia assumiu-se que 100 campos equivalem a 0,2
mm’ de sangue. Assim, a quantidade de parasitos por mm® se deu multiplicando

por 5 o nimero de parasitos encontrados nos 100 campos.

3.4 Extracao de DNA

A extracio do DNA foi realizada utilizando-se o kit Easy-DNA

(Invitrogen, CA, EUA) com pequenas modificacdes das especificacoes do

fabricante. Em 280 pL de sangue, foram adicionados 450 pL de solugdo de lise
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(Solugao A), e a mistura foi homogeneizada em vortex. Apds incubacdo a 65°C
por 6 minutos no bloco térmico, foram adicionados 650 pL de cloroférmio.
Realizou-se nova homogeneizacdo em vortex até a mistura apresentar uma
coloragdo achocolatada. Em seguida adicionaram-se 150 pL de solugdo de
precipitacdo (Solugdo B) e homogeneizou-se no vortex até a mistura ficar
homogénea. Realizou-se a centrifugagcdo da amostra a 20.000 g por 10 minutos e
transferéncia do sobrenadante para tubo Eppendorf de 1,5 uL. Foi entdo
adicionado 1 mL de etanol 100% gelado e a mistura foi homogeneizada por
inversdes suaves e deixada por 10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida,
foi centrifugada a 20.000 g por 5 minutos. O sobrenadante foi removido por
inversdo e adicionou-se 1 mL de etanol 70% gelado. Apds nova centrifugacdo a
20.000 g por 2 minutos, o sobrenadante foi removido por inversdao e deixou-se o
tubo secando em temperatura ambiente antes de ressuspender o DNA em 100 pL
de agua nuclease free (Invitrogen, CA, EUA). A quantidade e pureza do DNA
foram verificadas apos eletroforese em gel de Agarose 1,5% ou por densidade

optica em espectrofotdmetro (NanoDrop® ND-1000 UV-Vis).

3.5 Diagnéstico molecular das espécies de Plasmodium

Para a confirmagao da espécie de Plasmodium foram realizadas reacdes de
nested-PCR de acordo com a técnica desenvolvida por Snounou e colaboradores
(1993), com modificagdes. Este protocolo utiliza iniciadores especificos da regido
da subunidade menor do RNA ribossomal, cuja primeira reacdo ¢ utilizada para a
identificacdo do género Plasmodium, enquanto a segunda reacdo de PCR ¢
realizada para a identificacdo das espécies P. vivax, P. falciparum, P. malariae e
P. ovale (neste estudo ndo foi utilizado iniciadores para a identificacdo do P.
ovale, uma vez que esta espécie ndo ¢ transmitida no Brasil). Os iniciadores
utilizados, bem como o tamanho dos fragmentos formados estdo descritos na

Tabela 1.
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Na primeira reagdo de PCR foi utilizado 1 pL do DNA extraido em um
volume final de 50 pL de solu¢do com os seguintes reagentes: tampao 1X (Tris-
HCI pH 8,8 100mM, KCI 500 mM), MgCl, 1,5 mM, 0,125 mM de cada dNTP,
2,5 mM de cada iniciador PLUS e PLU6, ¢ 1 unidade (U) de Taq DNA
Polimerase (Fermentas, Vilnius, Lituania). As amplificagdes foram realizadas no
termociclador (DNA MasterCycler, Eppendorf, Germany) sob as seguintes
condicdes: 5 minutos a 95°C, 30 ciclos de 1 minuto a 94°C, 2 minutos a 55°C e 2
minuto a 72°C, encerrando com um ciclo de 55°C por 2 minutos ¢ uma extensao
final de 72°C por 10 minutos.

Na segunda reagdo, preparou-se um tubo para cada espécie de
Plasmodium, cada um contendo 49 pL de solugdo com reagentes em
concentragdes idénticas as da primeira reagdo, excetuando a concentracao dos
iniciadores que, para o P. vivax ¢ o P. falciparum foi de 1,75 mM enquanto que
para o P. malariae foi de 2,25 mM. Em cada tubo, foi adicionado 1 puL do produto
amplicado na primeira reagdo diluido em &agua estéril na proporcao 1:50. As
condi¢des de ciclagem foram iguais as da primeira reacdo de PCR. Em cada
reacdo foram incluidos controles positivos das trés espécies avaliadas, e agua

estéril foi utilizada como controle negativo.

Tabela 1 — Sequéncia de iniciadores e tamanho dos fragmentos amplificados na nested-PCR

Iniciador Sequéncia (5° - 3°) Alvo Tamanho do
fragmento (pb)

PLUS CCTGTTGTTGCCTTAAACTTC Plasmodium sp. 1.200

PLU6 TTAAAATTGTTGCAGTTAAAACG

VIV1 CGCTTCTAGCTTAATCCACATAACTGATAC 120
P. vivax

VIV2  ACTTCCAAGCCGAAGCAAAGAAAGTCCTTA

FAL1 TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATATT 205
P. falciparum

FAL2 ACACAATGAACTCAATCATGACTACCCGTC

MALI ATAACATAGTTGTACGTTAAGAATAACCGC 144
P. malariae

MAL2 AAAATTCCCATGCATAAAAAATTATACAAA

Fonte: Snounou e colaboradores (1993).
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Cinco microlitros de cada amostra foram aplicados juntamente com 1,5 pL
de corante azul de bromofenol (0,25% de bromofenol e 40% de sucrose em agua
destilada) em gel de agarose 1,5%, corados com GelRed (Biotium, CA, EUA) e
submetidos a eletroforese horizontal por 1 hora a corrente elétrica de 100 V
constantes, conduzida em tampao TEB 1X (Tris 89 mM, EDTA 2,5 mM e écido
boérico 89 mM com pH 8,3). Em todas as eletroforeses realizadas, foram utilizados
como marcadores de peso molecular de 100 pb (Fermentas, Vilnius, Lituania). Os
géis de agarose foram visualizados sob luz ultravioleta (UV) e armazenados em

fotodocumentador (GEL DOC 2000 - Bio-Rad).

3.6 Genotipagem dos SNPs nos genes coestimulatorios

Todos os SNPs deste estudo foram genotipados pelo método de PCR-
RFLP (do inglés restriction fragment length polymorphism). As reagdes de PCR
foram realizadas no termociclador DNA MasterCycler, Eppendorf, e os reagentes
utilizados foram da marca Invitrogen. Para a visualizagdo do produto de PCR para
todos os SNPs, 5 uL. de cada amostra foram aplicados juntamente com 1,5 pL de
corante azul de bromofenol (0,25% de bromofenol e 40% de sucrose em agua
destilada) em gel de agarose 1,5%, corados com GelRed (Biotium, CA, EUA) e
submetidos a eletroforese horizontal por 1 hora a corrente elétrica de 100 V
constantes, conduzida em tampao TEB 1X. Para a visualizagdo dos fragmentos da
RFLP, com excecdo dos SNPs CD40 -1C>T (rs1883832) e CTLA4 -318C>T
(rs5742909), 10 pL do produto de PCR apds a digestio enzimatica foram
aplicados em gel de agarose 2,5% corados com GelRed (Biotium, CA, EUA) e
submetidos a eletroforese horizontal por 80 minutos a corrente elétrica de 100 V
constantes, conduzida em tampao TEB 1X. Em todas as eletroforeses realizadas,
foram utilizados como marcadores de peso molecular de 100 pb (Fermentas,
Vilnius, Litudnia). Os géis de agarose foram visualizados sob luz ultravioleta

(UV) e armazenados em fotodocumentador (GEL DOC 2000 - Bio-Rad).
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3.6.1 Genotipagem de CD28 -372G>A (rs35593994)

A identificacdo dos alelos G e 4 do SNP rs35593994 foi realizada
seguindo o protocolo descrito em Teutsch e colaboradores (2004), com
modificagdes. A mistura de 25 pL da reacdo de PCR foi composta de: Tampao 1X
(Tris-HCI pH 8,4 200 mM, KCI 500 mM), MgCl, 1,5 mM, 0,2 mM de cada
dNTP, 0,4 uM de cada iniciador, 0,5 U de Platinum Taq DNA Polimerase ¢ 1 puL
de DNA. As sequéncias dos iniciadores forward e reverse foram,
respectivamente: 5° — TTC TCA TTC TGT TGC CCT GGC -3’ e 5’ — CAC CAT
CCC CTT AGG GCA CAT - 3’. As condigdes de ciclagem foram um ciclo inicial
de 94°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos
a 62°C e 1 minuto a 72°C, e uma etapa final de 5 minutos a 72°C.

Apdés a PCR, o produto amplificado de 546 pares de base (pb) foi
submetido a digestdo com a enzima de restricdo Hinfl seguindo as instru¢des do
fabricante. A mistura da reacdo de 30 pL foi composta de tampao 1X, 1 pL da
enzima FastDigest Hinfl (Fermentas, Vilnius, Lituania) e 10 pL do produto de
PCR. A digestao foi realizada em banho-maria a 37°C por 15 minutos. Apenas o
fragmento amplificado que contem o alelo G ¢ clivado, resultando em fragmentos

de 78 e 468 pb (Figura 15).
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Figura 15 — A) Representagdo esquematica do padrdo de bandas resultantes da digestdo do
produto amplificado do SNP CD28 -372G>A com a enzima Hinfl. B) Padrdo de bandas obtido
apos eletroforese em gel de agarose 2,5%, indicando para os genotipos 44 (segundo pogo), GA

(quarto pogo) € GG (nono pog¢o). O Peso molecular de 100 pb esta representado no primeiro pogo.
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3.6.2 Genotipagem de CD28 +17T>C (rs3116496)

A identificacdo dos alelos 7 e C do SNP rs35593994 foi realizada
seguindo o protocolo descrito em Dalla-Costa e colaboradores (2010), com
modifica¢des. A mistura de 25 uL da reacdo de PCR foi composta de: Tampao 1X
(Tris-HCI pH 8,4 200 mM, KCI 500 mM), MgCl, 1,5 mM, 0,2 mM de cada
dNTP, 0,4 uM de cada iniciador, 0,5 U de Platinum Taq DNA Polimerase ¢ 1 puL
de DNA. As sequéncias dos iniciadores forward e reverse foram,
respectivamente: 5° — GAA ACA CCT TTG TCC AAGTC -3¢ 5 — CTC AAT
GCC TTC TGG GAA ATC - 3’. As condigdes de ciclagem foram um ciclo inicial
de 94°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos
a 52°C e 1 minuto a 72°C, e uma etapa final de 5 minutos a 72°C.

Apods a PCR, o produto amplificado de 333 pb foi submetido a digestdo
com a enzima de restrigdo Acil. A mistura da rea¢do de 30 puL foi composta de
tampao 1X, 0,3 pL da enzima Acil (Fermentas, Vilnius, Litudnia) e 10 pL do
produto de PCR. A digestdo foi realizada em banho-maria a 37°C por 16 horas.
Apenas o fragmento amplificado que contem o alelo C ¢ clivado, resultando em

fragmentos de 193 e 140 pb (Figura 16).
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Figura 16 — A) Representagdo esquematica do padrdo de bandas resultantes da digestdo do
produto amplificado do SNP CD28 -177>C com a enzima Acil. B) Padrao de bandas obtido apos
eletroforese em gel de agarose 2,5%, indicando para os genotipos 7C (segundo pogo) e 77T (quarto

pogo). O Peso molecular de 50 pb esta representado no primeiro pogo.
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3.6.3 Genotipagem de CTLA4 -318C>T (rs5742909)

Para a identificacdo dos alelos C ¢ T do SNP rs5742909, os iniciadores
foram desenhados com o auxilio do programa Primer3 v 0.4.0
(http://frodo.wi.mit.edu/). A mistura de 25 pL da reagdo de PCR foi composta de:
Tampao 1X (Tris-HCI pH 8,4 200 mM, KC1 500 mM), MgCl, 1,5 mM, 0,2 mM
de cada ANTP, 0,6 uM de cada iniciador, 0,5 U de Platinum Taq DNA Polimerase
e 1 uL de DNA. As sequéncias dos iniciadores forward e reverse foram,
respectivamente: 5° — GGG ATT TAG GAG GACCCTTG-3"e 5’ - GTG CAC
ACA CAG AAG GCA CT - 3’. As condigdes de ciclagem foram um ciclo inicial
de 94°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos
a 48°C e 1 minuto a 72°C, e uma etapa final de 5 minutos a 72°C.

Apds a PCR, o produto amplificado de 244 pb foi submetido a digestao
com a enzima de restrigdo Msel. A mistura da reagdo de 30 pL foi composta de
tampdo 1X, 1 pL da enzima FastDigest Msel (Fermentas, Vilnius, Lituania) e 10
pnL do produto de PCR. A digestdo foi realizada em banho-maria a 37°C por 15
minutos. Apenas o fragmento amplificado que contem o alelo 7 ¢ clivado,
resultando em fragmentos de 179 e 65 pb (Figura 17). Para a visualizagdao da
RFLP, 10 uL do produto da digestdo foram aplicados em gel de poliacrilamida
12,5% corado com brometo de etideo e submetidos a eletroforese vertical por 400
minutos a corrente elétrica de 100 V constantes, conduzida em tampao TEB 1X.
Em todas as eletroforeses realizadas, foram utilizados como marcadores o DNA
Peso molecular de 50 e 100 pb (Fermentas, Vilnius, Lituania). Os géis de
poliacrilamida foram visualizados sob luz UV e armazenados em

fotodocumentador (GEL DOC 2000 - Bio-Rad).
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Figura 17 — A) Representagdo esquematica do padrdo de bandas resultantes da digestdo do
produto amplificado do SNP CTLA4 -318C>T com a enzima Msel. B) Padrdo de bandas obtido
apos eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5% para o gendtipo CT (segundo pogo) e o gendtipo

CC (demais pogos). O Peso molecular de 100 pb esta representado no primeiro pogo.

3.6.4 Genotipagem de CTLA4 +49A>G (rs231775)

Para a identificacdo dos alelos 4 ¢ G do SNP rs231775, os iniciadores
foram desenhados com o auxilio do programa Primer3 v 0.4.0
(http://frodo.wi.mit.edu/). A mistura de 25 pL da reagdo de PCR foi composta de:
Tampao 1X (Tris-HCI pH 8,4 200 mM, KCI 500 mM), MgCl, 1,5 mM, 0,2 mM
de cada ANTP, 0,6 uM de cada iniciador, 1 U de Platinum Taq DNA Polimerase e
1 uL de DNA. As sequéncias dos iniciadores forward e reverse foram,
respectivamente: 5 — CTG AAC ACC GCT CCC ATA AA-3"e5 —CACTGC
CTT TGA CTG CTG AA — 3’. As condigdes de ciclagem foram um ciclo inicial
de 94°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos
a 50°C e 1 minuto a 72°C, e uma etapa final de 5 minutos a 72°C.

Apo6s a PCR, o produto amplificado de 215 pb foi submetido a digestao
com a enzima de restricdo Bbvl. A mistura da reagdo de 30 pL foi composta de
tampao 1X, 1 pL da enzima FastDigest Bbvl (Fermentas, Vilnius, Lituania) e 10
puL do produto de PCR. A digestao foi realizada em banho-maria a 37°C por 15
minutos. Apenas o fragmento amplificado que contem o alelo G ¢ clivado,

resultando em fragmentos de 159 e 56 pb (Figura 18).
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Figura 18 — A) Representagdo esquematica do padrdo de bandas resultantes da digestdo do
produto amplificado do SNP C7LA4 +494>G com a enzima Bbvl. B) Padrdo de bandas obtido
apos eletroforese em gel de agarose 2,5%, indicando para os gendtipos AG (segundo pogo), GG

(quarto pogo) e A4 (oitavo pogo). O Peso molecular de 100 pb esta representado no primeiro pogo.

3.6.5 Genotipagem de 1COS +1564T>C (rs4404254)

A identificagdo dos alelos 7'e C do SNP rs4404254 foi realizada seguindo
o protocolo descrito em Guzman e colaboradores (2005), com modificagdes. A
mistura de 25 pL da reagdo de PCR foi composta de: Tampao 1X (Tris-HCI pH
8,4 200 mM, KCI 500 mM), MgCl, 1,5 mM, 0,2 mM de cada dANTP, 0,6 uM de
cada iniciador, 0,5 U de Platinum Taq DNA Polimerase e 1 pL de DNA. As
sequéncias dos iniciadores forward e reverse foram, respectivamente: 5° — TTA
CCA AGA CTT TAG ATGCTTTCT T-3"e 5 — GAA TCT TTC TAG CCA
AAT CAT ATT C - 3’. As condigdes de ciclagem foram um ciclo inicial de 94°C
por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C e
1 minuto a 72°C, e uma etapa final de 5 minutos a 72°C.

Apo6s a PCR, o produto amplificado de 823 pb foi submetido a digestao
com a enzima de restricdo A/ul. A mistura da reacdo de 30 pL foi composta de
tampao 1X, 1 uL da enzima FastDigest A/ul (Fermentas, Vilnius, Lituania) e 10
puL do produto de PCR. A digestao foi realizada em banho-maria a 37°C por 15

minutos. O fragmento amplificado que contem o alelo 7 € clivado, resultando em
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fragmentos de 385, 339 e 99 pb, enquanto que o fragmento que contem o alelo C ¢

clivado em 339, 289, 99 e 96 pb (Figura 19)
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Figura 19 — A) Representagdo esquematica do padrdo de bandas resultantes da digestdo do
produto amplificado do SNP /COS +15647>C com a enzima Alul. B) Padrdo de bandas obtido
apos eletroforese em gel de agarose 2,5%, indicando para os genétipos 7C (segundo poco), CC

(quarto pogo) e 7T (quinto poco). O Peso molecular de 100 pb esta representado no primeiro pogo.

3.6.6 Genotipagem de CD86 +1057G>A (rs1129055)

Para a identificacao dos alelos G ¢ A do SNP rs1129055, os iniciadores
foram desenhados com o auxilio do programa Primer3 v 04.0
(http://frodo.wi.mit.edu/). A mistura de 25 pL da reagdo de PCR foi composta de:
Tampao 1X (Tris-HCI pH 8,4 200 mM, KCI 500 mM), glicerol 10%, MgCl, 1,5
mM, 0,2 mM de cada dNTP, 0,4 uM de cada iniciador, 0,5 U de Platinum Taq
DNA Polimerase e 1 pL de DNA. As sequéncias dos iniciadores forward e
reverse foram, respectivamente: 5> — CTG TTC CAA TGG CAACCTCT -3¢
5 — GGT TGC CCA GGA ACT TAC AA — 3’. As condigdes de ciclagem foram
um ciclo inicial de 94°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de 30 segundos a
94°C, 30 segundos a 56°C e 1 minuto a 72°C, e uma etapa final de 5 minutos a
72°C.

Apo6s a PCR, o produto amplificado de 266 pb foi submetido a digestao

com a enzima de restricdo CviK/-1. A mistura da rea¢do de 30 pL foi composta de
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tampao 1X, 0,5 pL da enzima CviKI-I (New England Biolabs, MA, EUA) e 10
uL do produto de PCR. A digestdo foi realizada em banho-maria a 37°C por 16
horas. O fragmento amplificado que contem o alelo G ¢ clivado, resultando em

fragmentos de 79, 75, 58 e 54 pb, enquanto que o fragmento que contem o alelo A

¢ clivado em 154, 58 e 54 pb (Figura 20).
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Figura 20 — A) Representagdo esquematica do padrdo de bandas resultantes da digestdo do

produto amplificado do SNP CD86 +1057G>A com a enzima CviKI-1. B) Padrdo de bandas

obtido apos eletroforese em gel de agarose 2,5%, indicando para os genotipos 44 (segundo pogo),

GA (terceiro poco) e GG (quinto poco). O Peso molecular de 100 pb esta representado no primeiro

pogo.

3.6.7 Genotipagem de BLYS -871C>T (rs9514828)

Para a identificacdo dos alelos C e 7' do SNP rs9514828, os iniciadores
foram desenhados com o auxilio do programa Primer3 v 0.4.0
(http://frodo.wi.mit.edu/). A mistura de 25 pL da reacdo de PCR foi composta de:
Tampao 1X (Tris-HCI pH 8,4 200 mM, KCI 500 mM), MgCl, 1,5 mM, 0,2 mM
de cada ANTP, 0,4 uM de cada iniciador, 0,5 U de Platinum Taq DNA Polimerase
e 2 uL de DNA. As sequéncias dos iniciadores forward e reverse foram,
respectivamente: 5° — TGG CTC TTG TGT GAT CAA GG -3’ e 5* — GCC TGG
TCT CAG CTT TTC TG — 3°. As condicdes de ciclagem foram um ciclo inicial
de 94°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos

a 50°C e 1 minuto a 72°C, e uma etapa final de 5 minutos a 72°C.
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Apds a PCR, o produto amplificado de 210 pb foi submetido a digestdo
com a enzima de restricdo Mbil. A mistura da reacdo de 30 pL foi composta de
tampao 1X, 0,8 uL da enzima FastDigest Mbil (Fermentas, Vilnius, Lituania) e 10
uL do produto de PCR. A digestao foi realizada em banho-maria a 37°C por 15
minutos. Apenas o fragmento amplificado que contem o alelo C ¢ clivado,

resultando em fragmentos de 162 e 48 pb (Figura 21).

Figura 21 — A) Representagdo esquematica do padrio de bandas resultantes da digestdo do
produto amplificado do SNP BLYS -871C>T com a enzima Mbil. B) Padrdo de bandas obtido apos
eletroforese em gel de agarose 2,5%, indicando para os genoétipos 77 (segundo pogo), CC (terceiro

pogo) e CT (quinto pogo). O Peso molecular de 100 pb esta representado no primeiro pogo.

3.6.8 Genotipagem de CD40 -1C>T (rs1883832)

A identificagdo dos alelos C e 7 do SNP rs1883832 foi realizada seguindo
o protocolo descrito em Malheiros e Petzl-Erler (2009), com modificagdes. A
mistura de 25 pL da reagdo de PCR foi composta de: Tampao 1X (Tris-HCI pH
8,4 200 mM, KCI 500 mM), glicerol 10%, MgCl, 2,0 mM, 0,2 mM de cada
dNTP, 0,4 uM de cada iniciador, 0,5 U de Platinum Taq DNA Polimerase e 1 pL
de DNA. As sequéncias dos iniciadores forward e reverse foram,
respectivamente: 5> — GAA ACT CCT GCG CGG TGA AT-3’e 5 —CCT CTT
CCC CGA AGT CTT CC - 3’. As condigdes de ciclagem foram um ciclo inicial
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de 95°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos
a 56°C e 1 minuto a 72°C, e uma etapa final de 5 minutos a 72°C.

Apos a PCR, o produto amplificado de 303 pb foi submetido a digestao
com a enzima de restricdo Styl. A mistura da reagao de 30 pL foi composta de
tampao 1X, 1 pL da enzima FastDigest S#yl (Fermentas, Vilnius, Lituania) e 10
uL do produto de PCR. A digestdo foi realizada em banho-maria a 37°C por 15
minutos. O fragmento amplificado que contem o alelo C ¢ clivado, resultando em
fragmentos de 133, 96 e 74 pb, enquanto que o fragmento que contem o alelo 7 ¢
clivado em 207 e 96 pb (Figura 22). Para a visualizagdo dos fragmentos, o produto

da digestao foi aplicado e corado de maneira idéntica a descrita na se¢ao 3.6.3.
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Figura 22 — A) Representagdo esquematica do padrdo de bandas resultantes da digestdo do
produto amplificado do SNP CD40 -1T7>C com a enzima Styl. B) Padrao de bandas obtido apos
eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5% para o genotipo 7T (segundo pogo), o gendtipo 7C
(quarto pogo) e o genotipo CC (nono pogo). O Peso molecular de 50 pb estd representado no

primeiro pogo.

3.6.9 Genotipagem de CD40L -726T>C (rs3092945)

A identificagdo dos alelos 7 e C do SNP rs3092945 foi realizada seguindo
o protocolo descrito em Malheiros e Petzl-Erler (2009), com modificacdes. A
mistura de 25 puL da reagdo de PCR foi composta de: Tampao 1X (Tris-HCI pH
8,4 200 mM, KCI 500 mM), MgCl, 2,0 mM, 0,2 mM de cada dANTP, 0,6 uM de
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cada iniciador, 0,5 U de Platinum Taq DNA Polimerase ¢ 1 uL de DNA. As
sequéncias dos iniciadores forward e reverse foram, respectivamente: 5° — ATC
TTC ACA GCA ACC TAC -3’ e 5 — CAC TAA ACT CAA TGA AAG CC —
3’. As condigdes de ciclagem foram um ciclo inicial de 95°C por 5 minutos,
seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 56°C e 1 minuto a
72°C, e uma etapa final de 5 minutos a 72°C.

Apos a PCR, o produto amplificado de 446 pb foi submetido a digestao
com a enzima de restrigdo Lwel. A mistura da reagao de 30 pL foi composta de
tampao 1X, 0,3 pL da enzima Lwel (Fermentas, Vilnius, Lituania) ¢ 10 uL do
produto de PCR. A digestdo foi realizada em banho-maria a 37°C por 16 horas.
Apenas o fragmento amplificado que contem o alelo 7' ¢ clivado, resultando em

fragmentos de 251 e 195 pb (Figura 23).
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Figura 23 — A) Representagdo esquematica do padrdo de bandas resultantes da digestdo do
produto amplificado do SNP CD40 -1CT com a enzima Lwel. B) Padrdo de bandas obtido apos
eletroforese em gel de agarose 2,5%, indicando para os genotipos CC (ou C, para homens)
(segundo pogo), TT (ou T, para homens) (sexto pogo) e CT (oitavo pogo). O Peso molecular de 100

pb esta representado no primeiro pogo.

3.7 Marcadores informativos de ancestralidade (AIMs)

A determinagdo da ancestralidade (europeu, africana e amerindia) dos
individuos participantes do estudo foi realizada no Laboratério de Genética

Humana e Médica da Universidade Federal do Para, sob supervisao do Dr. Sidney
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Emanuel Batista dos Santos, seguindo o protocolo descrito em Santos e

colaboradores (2010).

3.7.1 INDEL

Foram genotipados 48 marcadores do tipo INDEL, que apresentam as
seguintes caracteristicas: 1) grande diferencial de frequéncias alélicas entre
africanos, europeus e/ ou amerindios (6 > 40%); 2) estarem presentes em
diferentes cromossomos ou em regides fisicas distantes quando no mesmo
cromossomo; 3) possuirem variacdo de tamanho entre 3 a 40 pb, possibilitando
assim a genotipagem simultanea de varios marcadores.

As amplificagdes por PCR foram realizadas em trés sistemas multiplex,
cada um contendo iniciadores para a identificagdo de 16 INDELs. O protocolo de
amplificacdo para os trés sistemas foi o mesmo, realizada em reag¢des de 12,5 puL
contendo: tampao 1X (Tris-HCI pH 8,3 100 mM, KCI 500 mM), MgCl, 3 mM,
125 mM de cada dNTP, concentragdo de iniciadores conforme descrito no artigo
Santos e colaboradores (2010), 2 U de Ampli Taq Platinum Polimerase
(Invitrogen, CA, EUA) e 10 ng de DNA. As condi¢des para a PCR foram de um
ciclo de 11 minutos a 95°C seguida de 10 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a
60°C e 2 minutos a 70°C. Em seguida, mais 17 ciclos de 1 minuto a 90°C, 1
minuto a 60°C e 2 minutos a 70°C, finalizando com um ciclo final de 60 minutos
a 60°C.

Antes da eletroforese capilar, 1 pL do produto de PCR foi misturado com
8,5 uL de formamida deionizada Hi-Di'™ e 0,5 uL do marcador GeneScan 500
Liz Size Standard (Applied Byosystems, CA, EUA), e submetido a desnaturagdo
por 3 minutos a 95°C. Os fragmentos de DNA amplificados foram submetidos a
eletroforese no analisador automatico de DNA ABI PRISM 3130 Genetic
Analyser (Applied Biosystems, CA, EUA) e analisados com o programa
GeneMapper ID v3.2 (Applied Biosystems, CA, EUA) (Figura 24).
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Figura 24 — Exemplo de resultado gerado da genotipagem dos AIMs, pelo programa GeneMapper
ID v. 3.2. Cada cor representa um fluorocromo. Os picos representam os alelo (inser¢do e

delegdo).
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3.7.2 Estimativa de miscigenacio individual

Para a estimativa de miscigenagdo individual, foi utilizado o programa
Structure v. 3.1 (http://pritch.bsd.uchicago.edu/software.html), especificando o
nimero de populagdes parentais (K = 3), a partir das frequéncias genotipicas
encontradas em Santos e colaboradores (2010) para africanos (189 individuos de
Angola, Mogambique, Zaire, Camardes ¢ Costa do Marfim), europeus (161
individuos, principalmente de Portugal) e amerindios (243 individuos de
diferentes tribos da Amazonia). Os gendtipos das amostras de Goianésia do Para e
das populagdes parentais foram analisados em conjunto utilizando os seguintes

parametros: 100.000 interacdes para o burn-in period e 100.000 repeticdes extras.

3.8 Ensaios Imunoenzimaticos (ELISA)

3.8.1 PVMSP-119

A avaliagdo de anticorpos IgG total contra a MSP-1,9 foi realizada na
Universidade Federal do Pard, sob supervisao da Dra. Maristela Gomes da Cunha,
seguindo o protocolo de Cunha e colaboradores (2001). A proteina recombinante
(His6-MSP-19) representando os aminoacidos 1616-1704 (bloco 13, Figura 6b)
da MSP-1 do P. vivax (cepa Belém) expressa em Escherichia coli foi gentilmente
cedida pela Dra. Irene Soares.

Os 96 pocos das placas de ELISA (Costar, Corning Inc., NY, EUA) foram
sensibilizados com 50 pL da proteina His-MSP-1,9 (4 pg/mL) diluida em tampao
carbonato 0,05 M pH 9,0 (Na,CO3 15 mM, NaHCO; 34,9 mM), por 16 horas a
temperatura ambiente. Posteriormente, as placas foram lavadas com PBS (do
inglés phosphate buffered saline) Tween 0,05% e bloqueadas com 200 pL de PBS
leite 5% (Molico, Nestlé®). Apos 2 horas a 37°C, as placas foram lavadas com
PBS Tween 0,05% e 50 pL do plasma, diluido 1:100 em PBS leite 5%, foram

adicionados em cada pogo, em duplicata, e as placas foram incubadas por 16 horas



97

Material e Métodos

a temperatura ambiente. Apos nova lavagem das placas com PBS Tween 0,05%,
foram adicionados, em cada pogo, 50 pL de conjugado anti-IgG humano ligado a
peroxidase (DAKO polyclonal rabbit, Glostrup, Dinamarca), diluido 1:10.000 em
PBS leite 5%, e as placas foram incubadas por 2 horas em temperatura ambiente.
Em seguida, ap6s nova lavagem com PBS Tween 0,05%, as placas foram
reveladas com a adigdo de 100 uL de OPD (orto-fenilenodiamina) (I mg/mL)
diluido em tampao fosfato-citrato (NaH,PO4 0,2 M, CcHgO7; 0,2 M, pH 5,0)
contendo 0,03% de peroxido de hidrogénio. Essa reagdo foi mantida no escuro e
interrompida ap6s 10 minutos pela adi¢cao de 25 uL de H,SO4 4 N em cada poco.
A densidade 6tica (OD) foi quantificada em leitora de ELISA (EL800 Bio Tek,
Winooski, EUA) em um comprimento de onda de 490 nm.

Para defini¢do das amostras negativas ou positivas, foi calculado o indice
de reatividade (IR), determinado pela divisao do valor da OD da amostra pelo
ponto de corte. Amostras com IR > 1 foram consideradas positivas, enquanto que
amostras com IR < 1 foram consideradas negativas. O ponto de corte foi
estabelecido pela média das ODs de 40 amostras de plasma de individuos sem
histoérico de malaria, residentes em Sao José do Rio Preto, interior do Estado de

Sao Paulo (area ndo endémica de maléria) acrescida de trés desvios padrdes.

3.8.2 Regiao N-terminal da PvMSP-1 (ICB2-5)

A avaliagdo de anticorpos IgM, IgG total e subclasses contra a regido N-
terminal da PvMSP-1 foi realizada no Centro de Pesquisas Leonidas e Maria
Deane, sob supervisdo do Dr. Paulo Afonso Nogueira, seguindo o protocolo de
Soares e colaboradores (1997). A proteina recombinante (ICB2-5) (Figura 6b) foi
expressa em E. coli fusionada com glutationa S-transferase (GST). Tanto a
proteina ICB2-5 como a GST foram gentilmente cedidas pelo Dr. Paulo Nogueira.

Os 96 pocos das placas de ELISA (Costar, Corning Inc., NY, EUA) foram
sensibilizados com 50 pL da proteina ICB2-5 (4 pg/mL) diluida em tampao
carbonato 0,05 M pH 9.4, por 16 horas a 4°C. Posteriormente, as placas foram

lavadas com PBS Tween 0,05% e bloqueadas com 300 uL de PBS leite 5%
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(Molico, Nestlé®). Apos 2 horas a 37°C, as placas foram lavadas com PBS
Tween 0,05% e 50 pL do plasma, diluido 1:100 em PBS leite 5%, foram
adicionados em cada poco, em duplicata, e as placas foram incubadas por 1 hora a
37°C. Apos nova lavagem das placas com PBS Tween 0,05%, foram adicionados,
em cada pogo, 50 uL de conjugado anti-IgG, ou IgM humano ligado a peroxidase
(KPL, MD, EUA), diluido 1:1.000 em PBS leite 5%, para a deteccao de IgG total
ou IgM, respectivamente, e as placas foram incubadas por 1 hora a 37°C. Em
seguida, apos nova lavagem com PBS Tween 0,05%, as placas foram reveladas
com a adi¢do de 50 pL. de TMB (tetrametilbenzidina) diluido 1:50 em tampao
citrato-fosfato 0,1 M pH 5,0 contendo 0,03% de peroxido de hidrogénio. Essa
reagao foi mantida no escuro e interrompida ap6s 10 minutos pela adi¢cdo de 50 uL
de H,SO4 2 N em cada pogo.

Para a determinacdo das subclasses de IgG, o mesmo procedimento
descrito acima foi realizado, com exce¢ao de que nestes ensaios foram utilizados
anticorpos monoclonais de camundongo direcionados a cada subclasse de IgG
humana (Sigma, MO, EUA) diluido de acordo com a subclasse testada: 1:3.000
(IgG1); 1:2.500 (IgG2); 1:3.000 (IgG3) e 1:5.000 (IgG4). Todos os soros foram
testados em dilui¢des de 1:100, e a ligagdo do anticorpo monoclonal foi detectado
com imunoglobulina anti-camundongo conjugada com peroxidase (Sigma, MO,
EUA).

A densidade otica (OD) foi quantificada em leitora de ELISA (Thermo
Scientific, EUA) em um comprimento de onda de 450 nm. Para cada amostra, a
média da OD obtida contra a GST foi subtraida da OD média obtida contra a

proteina ICB2-5. O IR foi obtido de acordo com o descrito na se¢do 3.8.1.

3.8.3 PVAMA-1

A avaliagdo de anticorpos IgG total contra a PvAMA-1 foi realizada na
Universidade de Sao Paulo, sob supervisdo da Dra. Irene Soares, seguindo o
protocolo de Vicentin e colaboradores (2013). A proteina recombinante

representando o ectodominio da proteina (aminoécidos 43 a 487) AMA-1 do P.



99

Material e Métodos

vivax (cepa Belém) expressa em Pichia pastoris foi gentilmente cedida pela Dra.
Irene Soares.

Os 96 pogos das placas de ELISA (Costar, Corning Inc., NY, EUA) foram
sensibilizados com 50 pL da proteina PvAMA-1 (2 pg/mL) diluida em tampao
carbonato 0,05 M pH 9,0, por 16 horas a temperatura ambiente. Posteriormente,
as placas foram lavadas com PBS Tween 0,05% e bloqueadas com 200 pL de
PBS leite 5%. Apos 2 horas a 37°C, as placas foram lavadas com PBS Tween
0,05% e 50 uL do plasma, diluido 1:100 em PBS leite 5%, foram adicionados em
cada pogo, em duplicata, e as placas foram incubadas por 2 horas a temperatura
ambiente. Ap6s nova lavagem das placas com PBS Tween 0,05%, foram
adicionados, em cada poco, 50 pL de conjugado anti-IgG humano ligado a
peroxidase (Sigma 0170, MO, EUA), diluido 1:5.000 em PBS leite 5%, e as
placas foram incubadas por 1 hora em temperatura ambiente. Em seguida, apo6s
nova lavagem com PBS Tween 0,05%, as placas foram reveladas com a adigdo de
100 pL de OPD (1 mg/mL) diluido em tampao fosfato-citrato pH 5,0 contendo
0,03% de peroxido de hidrogénio. Essa reagcdo foi mantida no escuro e
interrompida apds 10 minutos pela adigdo de 50 uL de H,SO,4 4N em cada pogo.
A densidade otica (OD) foi quantificada em leitora de ELISA (Awareness
Technology, Stat Fax 2100, FL, EUA) em um comprimento de onda de 492 nm. O

IR foi obtido de acordo com o descrito na sec¢ao 3.8.1.

3.8.4 PvDBP

A avaliagdo de anticorpos IgG total contra a PvDBPII foi realizada no
Laboratorio de Maldria no Centro de Pesquisas René¢ Rachou, sob supervisao da
Dra. Luzia Helena Carvalho. A proteina recombinante representando o dominio II
da proteina DBP do P. vivax (Figura 8) (cepa Sall) expressa em E. coli foi obtida
segundo o protocolo de Ntumngia e colaboradores (2012), e gentilmente cedida
pela Dra. Flora Kano.

Os 96 pocos das placas de ELISA (Maxysorp, Nunc, Dinamarca) foram
sensibilizados com 100 pL da proteina PvDBPII (3 pg/mL) diluida em PBS 1X,
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por 16 horas a 4°C. Posteriormente, as placas foram lavadas com PBS Tween
0,05% e bloqueadas com 200 pL de PBS leite 5%. Apos 1 hora a 37°C, as placas
foram lavadas com PBS Tween 0,05% e 50 puL do plasma, diluido 1:100 em PBS
Tween 0,05% + leite 3%, foram adicionados em cada pogo, em duplicata, e as
placas foram incubadas por 1 hora a 37°C. Apo6s nova lavagem das placas com
PBS Tween 0,05%, foram adicionados, em cada pogo, 100 pL de conjugado anti-
IgG humano ligado a peroxidase (Sigma 0170, MO, EUA), diluido 1:4.000 em
PBS Tween 0,05% + leite 3%, e as placas foram incubadas por 1 hora a 37°C. Em
seguida, ap6s nova lavagem com PBS Tween 0,05%, as placas foram reveladas
com a adi¢do de 100 uL de OPD (0,2 mg/mL) diluido em tampao fosfato-citrato
pH 5,0 contendo 0,03% de perdxido de hidrogénio. Essa reacdo foi mantida no
escuro e interrompida apds 20 minutos pela adicdo de 50 uL de H,SO4 4N em
cada pogo. A densidade otica (OD) foi quantificada em leitora de ELISA
(Awareness Technology, Stat Fax 2100, FL, EUA) em um comprimento de onda

de 492 nm. O IR foi obtido de acordo com o descrito na se¢do 3.8.1.

3.9 Analises estatisticas

Toda a andlise estatistica foi realizada com o programa R v 2.11.1
(http://www.r-project.org). As frequéncias genotipicas e alélicas para cada
variante foram obtidas por meio do pacote genetics (WERNES et al., 2011).
Utilizando este pacote, foram avaliados desvios do Equilibrio de Hardy-Weinberg
pelo teste do Qui-quadrado e foi analisado o desequilibrio de liga¢do entre pares
de loci com o parametro D’. As frequéncias haplotipicas foram estimadas pelo
método da maxima verossimilhanca que utiliza o algoritmo EM (do inglés
expectation-maximization), que faz parte do pacote haplo.stats (SINNWELL e
SCHAID, 2009). O teste ndao paramétrico de Kruskal-Wallis foi utilizado para
testar diferencas na parasitemia em relagdo aos gendtipos. Diferencas nas médias
de IR de acordo com a idade, nimero de episddios prévios de maléria, tempo
decorrido desde a ultima infecg@o e tempo de residéncia foram testadas pelo teste

de ANOVA. Para avaliar diferencas na frequéncia de respondedores, foi utilizado
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um modelo de regressao logistica multivariada, utilizando a fun¢do glm, na qual o
gendtipo homozigoto selvagem foi a categoria de referéncia e os outros genotipos
foram comparados em relacao a ele. Em todos os testes, o valor de p foi ajustado
para as variaveis idade e numero de episodios prévios de malaria (variaveis que
foram associadas nas analises univariadas). Além disso, em todos os testes, 0s
valores obtidos para a ancestralidade gendmica (se¢do 3.7.2) foram avaliados
como covariaveis, evitando assim a possibilidade de se encontrar associagdes
espurias devido a estratificagdo da populacdo. Para avaliar diferengas nas médias
de IR em relagdo aos genoétipos, foi empregado o teste de covaridncia
(ANCOVA), com a ancestralidade, idade e numero de episddios prévios avaliados
como covariaveis. Modelos genéticos (dominante, recessivo e heterozigoto)
também foram construidos e avaliados de maneira semelhante a avaliacdo dos
gendtipos. No modelo dominante, individuos com o gen6tipo 44 sao somados aos
individuos com o genotipo Aa e comparados com o grupo de individuos aa. No
modelo recessivo, individuos com o gendtipo aa sdo somados aos individuos com
o genotipo Aa e comparados com o grupo de individuos A4. No modelo
heterozigoto, soma-se o grupo 44 ¢ aa ¢ o compara com o grupo Aa. O alelo
selvagem de cada SNP ¢ o primeiro a ser indicado. Por exemplo, para o SNP
CD28 -372G>A4, o alelo G ¢ o alelo selvagem, enquanto que o alelo 4 ¢ o
mutante. A associacdo entre haplotipos e a resposta de anticorpos também foi
avaliada por regressao logistica, utilizando a funcdo haplo.glm, do pacote
haplo.stats. Este método fornece testes globais de associacdo, bem como permite
avaliar o significado estatistico de cada haplotipo, comparando suas frequéncias
entre os grupos de respondedores e ndo respondedores. Este método também
permite avaliar diferencas na propor¢do do IR de diferentes haplotipos
comparados com um haplotipo de referéncia (neste caso, o haplotipo mais
frequente). Para as andlises de associacdo com os haplétipos, o p também foi
controlado para as covariaveis. Os graficos foram desenhados com o auxilio do
pacote ggplot2 (WICKHAM, 2009). Valores de p menores do que 0,05 foram

considerados significantes.
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4. Resultados

As frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas, bem como a
distribuicdo destes em relagdo a ancestralidade genomica estdo apresentadas no
Artigo “Impact of population admixture on the distribution of immune response

co-stimulatory genes polymorphisms in a Brazilian population” (Anexo II).

4.1 Associaciao da parasitemia com os polimorfismos estudados

A densidade parasitaria foi avaliada entre os diferentes gendtipos e
modelos (dominante, recessivo e heterozigoto). Apesar do teste de Kruskal-Wallis
ter evidenciado uma tendéncia entre a presenga do alelo 4 no SNP CD2§ -
372G>A com maior parasitemia (p = 0,06), ndo foram observadas diferencas
significativas na parasitemia entre os gendtipos (Figura 25) e os modelos (dados

nao mostrados).
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Figura 25 — Associacdo entre os genotipos e parasitemia representado nos Boxplots. O teste de Kruskal-Wallis foi realizado para cada SNP e separadamente
entre homens e mulheres para o SNP CD40L -726T>C por este se encontrar no cromossomo X. Dentro dos parénteses estdo indicados o nimero de amostras

para cada gendtipo.
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4.2 Resposta de IgG total

A resposta especifica de IgG total foi avaliada para 4 proteinas: MSP-19,
DBP, AMA-1 e ICB2-5. Dentre todos os individuos avaliados, 92,4%
apresentaram resposta ao menos contra uma proteina e 35,9% responderam para
todas as proteinas. A frequéncia de respondedores para a proteina MSP-1;9
(83,1%) foi maior do que a observada para a DBP (75,5%), AMA-1 (67,0%) e
ICB2-5 (50,6%) (Figura 26). A média do IR para a MSP-1,9 foi de 4,7 (variando
de 0,01 a 9,17), para a DBP foi de 5,9 (variando de 0,56 a 29,7), para a AMA-1
foi de 1,88 (variando de 0 a 3,2) e para a ICB2-5 foi de 1,03 (variando de 0 a

1,89).
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Figura 26 — Prevaléncia da resposta de anticorpos IgG total contra as proteinas PvMSP-1,

PvDBP, PvAMA-1 e ICB2-5.
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4.3 Resposta de IgM e subclasses de IgG para a proteina ICB2-5

A resposta especifica de IgM contra a proteina ICB2-5 foi avaliada em 173
amostras de soros dos individuos infectados com P. vivax. Ja em relagdo as
subclasses de IgG, 90 amostras de soros que possuiam IgG total contra a I[CB2-5
foram avaliadas. A prevaléncia de respondedores para IgM foi de 28,3%.
Considerando todas as amostras avaliadas quanto a resposta de IgG total contra a
ICB2-5, foi verificado uma prevaléncia de respondedores de 23, 13,5, 6,2 ¢ 6,2%
para as subclasses IgGl, IgG2, IgG3 e IgG4, respectivamente (Figura 27). Em
relacdo apenas as amostras positivas para a IgG total contra a ICB2-5, a
prevaléncia de respondedores para IgGl1, IgG2, IgG3 e IgG4 foi de 45,6, 26,7,
12,2 e 12,2%, respectivamente. A média do IR para a IgM foi de 0,78, enquanto
que para as subclasses IgG1, IgG2, 1gG3 e IgG4 foi de 1,08, 0,91, 0,79 ¢ 0,79,
respectivamente. Tanto a frequéncia de respondedores quanto os niveis de
anticorpos foram maiores para IgG1l comparado com as outras subclasses (p <
0,0001). O IR da subclasse IgG2 também foi significativamente maior comparado

com as subclasses IgG3 e IgG4 (p < 0,001).
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Figura 27 — Prevaléncia da resposta de anticorpos IgM, IgG total e subclasses contra a proteina

ICB2-5.

4.4 Influéncia da idade e exposicdo na aquisiciao de IgG total

Com o objetivo de avaliar a influéncia da exposi¢ao na aquisi¢ao de IgG
total contra as proteinas avaliadas, as seguintes informagdes foram obtidas no
momento da coleta das amostras: nimero de infec¢des prévias, tempo decorrido

desde o ultimo episoddio de malaria e tempo de residéncia na area endémica.

4.4.1 Episodios prévios

Com o objetivo de se avaliar a influéncia do nimero de episddios prévios
na aquisicao de anticorpos IgG total, os individuos foram separados em quatro
grupos: (1) primo infectados; (2) com 1 ou 2 maldarias prévias; (3) com 3 ou 4

malarias prévias e; (4) que tiveram mais de 5 casos de malaria. A analise da
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prevaléncia de IgG total contra as proteinas entre estes diferentes grupos revelou
que, para a MSP-1,9, a DBP ¢ a AMA-1, a frequéncia de respondedores foi
significativamente menor no grupo dos primo infectados comparada com
individuos que relataram terem tido malaria prévia (p = 0,04, 0,005, 0,0004,
respectivamente). Nao houve diferencas significativas entre os outros grupos
(Figura 28).

Em relagdo aos niveis de anticorpos, a média do IR obtido para cada

proteina entre os diferentes grupos estdo apr@entados na Tabela 2. Semelhante a

prevaléncia de respondedores, menores niveis de IR foram encontrados entre os °,
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Figura 28 — Iafluéncia do nimero de episoddios prévios de malaria na prevaléncia de IgG total
contra as proteinas PvMSP-1,9, PvDBP, PvAMA-1 e ICB2-5. Os pacientes foram separados em
o
grupo conforme a legenda. O * indica p < 0,05 quando o grupo de primo infectados foi comparado
MSP1-19 DBP AMA1 ICB2-5 100 0
com 0S outros grupos.

N de episddios prévios



Frequéncia de respondedores, IgG Total (%)
Frequéncia de respondedores, IgG Total S%)

108

Resultados

100

Sim
Nao

al (%)

4.4.2 Tempo decorrido desde o tltimo episodio de malaria
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Figura 29 — Prevaléncia de anticorpos IgG total contra a PvMSP-1,9, PvDBP, PvAMA-1 ¢ ICB2-5
entre os individuos que tiveram malaria nos Gltimos seis meses comparado com individuos que

ndo contrairam malaria nos ultimos seis meses.

4.4.3 Tempo de residéncia na area endémica

Com o objetivo de se avaliar a influéncia do tempo de residéncia na area

endémica na aquisicdo de IgG total, os individuos foram separados em cinco
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4.4.4 Idade

Com o objetivo de se avaliar a influéncia da idade na aquisicao de IgG
total, os individuos foram separados em quatro grupos: (1) com 10 a 20 anos; (2)
com 21 a 30; (3) com 31 a 40 anos; (4) com mais de 40 anos de idade. Para a
ICB2-5, a frequéncia de respondedores diferiu significativamente de acordo com a

idade (p = 0,04). A analise de comparagdo par a par dentro do grupo revelou que

angégmica&Gaosendémica (anos)

<5
5-10
11-15
16-20
=20



q§adfoiteih”)

r
)

%R fssismeedse

Freceahd
0 Frequéneiade

110

Resultados

100

e
esta diferenca ocorreu devido a rr%ior fevaléncia de respondedores entre o grupo
com mais de 40 anos de idade en@'i_)relagéo ao grupo na faixa de 10 a 20 anos (p =
0,02) (Figura 31). Apesar do grupé?conclD mais de 40 anos possuir maiores niveis de
anticorpos, esta diferenca nao fe;z estatisticamente significativa (Tabela 2). Em
relacdo as outras proteinas, n%) houve diferencas significativas, tanto na
Q.

frequéncia de respondedores com@nosRiveis de anticorpos.

[}

gl

©

o

= o o o o <ch
= S & & o 5 8

TOoOG « v -« o

SO o

- Lt

10-2010-20-20-2®-20

21-30121220-20-301-30 10-20
o — 31-4034380 -840 -8 -4021-30
o p=0,04~40 344@940>40>40 31-40

MSP1-19 _DBP a1 1cB2:574%100
1

tal (%
80( )

Gl
0§y

% 58 — Idade (anos)
oD

= 3 B 10-20
% 6 m 21-30
& %o O 3140
® 38 0 >40
ao W)

di
uéncia dg
0 .

o
OO L
MSP IMSRsRETBER P tBBR AMABBE BB LB1601001000 0 0
S MS#41919 DBIBPAMA1 ANDB2-5 ICBR-5 0 100 o]
S g Proteipgofriofin®inge ina
g ProteinaProteina
L

Figura 31 - Influéncia da idade na prevaléncia de IgG total contra as proteinas PvMSP-1,,
PvDBP, PvAMA-1 e ICB2-5. Os pacientes foram separados em grupo conforme a legenda.
o

Individuos com mais de 40 anos apresentaram maior prevaléncia de anticorpos contra a ICB2-5

em relacdo aos individuoM3R T 9 20 HRP AMA1 ICB2-5 100 0

Proteina

WN =



111

Tabela 2 — Niveis de anticorpos (IR) para a PvMSP-1,9, PvDBP, PvAMA-1 e ICB2-5 de acordo com a idade, tempo de residéncia na area endémica, nimero de episodios
prévios de maldria, tempo decorrido desde o tltimo episédio de maldria e primo infeccao.

MSP-1,9 DBP AMA-1 ICB2-5

Variavel independente n IR p n IR p n IR p n IR P
Idade (anos) 0,57 0,14 0,82 0,16
10-20 45 5,17 (4,28-6,05) 45 5,12 (3,51-6,72) 46 1,94 (1,60-2,28) 43 1,04 (0,88-1,19)

21-30 55 4,61 (3,76-5,46) 53 7,20 (4,88-9,51) 56 1,87 (1,56-2,18) 48 1,00 (0,89-1,12)

31-40 48 4,47 (3,63-5,32) 48 4,78 (2,90-6,67) 50 1,79 (1,47-2,11) 46 0,98 (0,84-1,09)

>40 47 4,65 (3,80-5,50) 38 6,84 (4,62-9,05) 43 1,93 (1,60-2,25) 36 1,16 (0,99-1,34)

Anos de residéncia em area endémica 0,85 0,83 0,66 0,78
>5 79 4,71 (4,02-5,39) 77 6,76 (5,00-8,51) 80 1,99 (1,74-2,24) 78 1,04 (0,93-1,14)

5-10 30 4,89(3,86-5,91) 30 5,29 (3,10-7,49) 30 1,71(1,31-2,11) 29 1,13 (0,96-1,29)

11-15 28 4,34 (3,20-5,47) 27 5,32 (2,84-7,80) 28 1,83 (1,42-2,25) 26 1,03 (0,83-1,23)

16-20 16 4,53 (3,00-6,06) 18 3,63 (1,82-5,44) 18 1,70 (1,14-2,27) 17 0,89 (0,60-1,19)

>20 24 5,18 (3,81-6,54) 23 4,20 (2,35-6,06) 25 1,96 (1,46-2,46) 21 1,06 (0,88-1,25)
Numero de episddios prévios de malaria 0,0001 0,07 0,0002 0,41
0 20 3,28(1,88-4,68) 17 4,36 (1,06-7,67) 20 1,00 (0,50-1,51) 13 0,87 (0,58-1,16)

1-2 42 6,12 (5,30-6,94) 41  5,35(3,42-7,28) 44 2,28 (1,96-2,59) 42 1,09 (0,93-1,24)

3-4 19 5,84 (4,49-7,19) 18 8,01 (3,76-12,26) 19 2,18 (1,70-2,66) 14 1,10 (0,85-1,35)

>5 96 4,64 (4,06-5,21) 94 6,86 (5,39-8,33) 99  2,01(1,81-2,21) 91 1,06 (0,97-1,15)
Malaria nos taltimos 6 meses 0,17 0,09 0,06 0,69
Nao 85 4,74 (4,10-5,38) 83 7,38 (5,78-8,99) 88 1,94 (1,73-2,16) 79 1,11 (1,02-1,20)

Sim 52 5,48 (4,70-6,27) 52 5,67 (3,85-7,48) 54 2,31(2,05-2,57) 51 1,08 (0,94-1,20)

Primo infectados 0,01 0,03 <0,0001 0,11
Nao 157 5,18 (4,73-5,63) 153 6,59 (5,46-7,72) 162 2,10 (1,95-2,26) 147 1,07 (1,00-1,15)

Sim 20 3,28 (1,88-4,68) 17 4,36 (1,06-7,67) 20 1,00 (0,50-1,51) 13 0,87 (0,58-1,16)

T IR expresso como média (95% IC)
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4.5 Influéncia da idade e exposi¢do na aquisicio de IgM e subclasses de IgG

contra a ICB2-5

Devido ao fato do tamanho amostral reduzido para as subclasses de IgG,
bem como o baixo nimero de respondedores, ndo foi avaliada a influéncia da
idade e exposicdo na prevaléncia de respondedores. Para a IgM, ndao houve
diferenca estatistica significativa em relacao a prevaléncia de respondedores com
idade e exposicao (dados nao mostrados).

Em relacdo aos niveis de anticorpos da IgM e subclasses de IgG, a média
do IR entre os diferentes grupos estd apresentada na Tabela 3. Individuos que
tiveram mais de 5 episodios de malaria apresentaram menores niveis de
anticorpos IgG2 comparado aos individuos que tiveram menos de 5 episodios de
malaria (p = 0,01). Nao houve associa¢des significativas entre os IR das
subclasses com os outros parametros avaliados. No entanto, uma tendéncia foi
observada entre maiores niveis de IgG2 em residentes a menos de cinco anos na
area endémica (p = 0,1). Outra tendéncia ndo significativa também foi notada,
com individuos menores de 20 anos de idade apresentando maiores niveis de IgG4

(p = 0,07).
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Tabela 3 — Niveis de anticorpos (IR) IgM e subclasses de IgG contra a proteina ICB2-5 de acordo com a idade, tempo de residéncia na area endémica, nimero de episddios

prévios de maldria, tempo decorrido desde o tltimo episédio de malaria.

IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 IgM

Variavel independente n IR p IR p IR p IR p n IR p
Idade (anos) 0,37 0,30 0,46 0,07 0,15
10-20 23 1,26 (0,76-1,75) 0,96 (0,79-1,13) 0,79 (0,67-0,90 0,93 (0,73-1,14) 42 0,95(0,72-1,19)

21-30 19 1,15(0,70-1,61) 0,90 (0,74-1,05) 0,69 (0,60-0,73) 0,73 (0,65-0,81) 46 0,66 (0,45-0,86)

31-40 21 1,00 (0,91-1,09) 0,94 (0,73-1,15) 0,92 (0,54-1,29) 0,71 (0,66-0,76) 44 0,74 (0,51-0,96)

>40 24 0,94 (0,86-1,01) 0,85 (0,70-1,01) 0,79 (0,69-0,89) 0,79 (0,69-0,89) 35 0,79 (0,56-1,02)

Anos de residéncia em area endémica 0,54 0,10 0,10 0,50 0,21
>5 38 1,10 (0,87-1,32) 0,99 (0,85-1,12) 0,83 (0,71-0,94) 0,80 (0,72-0,88) 76 0,65 (0,50-0,80)

5-10 17 1,31(0,63-1,99) 0,90 (0,68-1,12) 0,87 (0,44-1,29) 0,82 (0,56-1,08) 29 0,68 (0,48-0,88)

11-15 14 0,95 (0,88-1,02) 0,82 (0,72-0,91) 0,74 (0,61-0,88) 0,79 (0,70-0,88) 26 1,03 (0,66-1,39)

>15 18 0,95 (0,84-1,06) 0,87 (0,67-1,07) 0,68 (0,54-0,82) 0,76 (0,63-0,88) 36 0,92 (0,65-1,19)
Numero de episddios prévios de malaria 0,53 0,01 0,69 0,44 0,44
<5 36 1,10 (0,87-1,33) 0,97 (0,84-1,10) 0,77 (0,66-0,89) 0,79 (0,71-0,87) 66 0,90 (0,69-1,10)

>5 49 1,08 (0,85-1,31) 0,88 (0,76-0,99) 0,82 (0,67-0,97) 0,80 (0,70-0,90) 87 0,73 (0,60-0,87)
Malaria nos taltimos 6 meses 0,37 0,81 0,12 0,56 0,32
Nao 46 1,07 (0,83-1,32) 0,93 (0,80-1,06) 0,78 (0,62-0,94) 0,80 (0,69-0,91) 77 0,74 (0,56-0,91)

Sim 26 1,00 (0,93-1,07) 0,90 (0,75-1,05) 0,86 (0,69-1,02) 0,78 (0,69-0,86) 49 0,82 (0,62-1,02)

T IR expresso como média (95% IC)
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4.6 Associacio entre a resposta de IgG total e os SNPs

4.6.1 Prevaléncia de anticorpos IgG total entre os genotipos

Com o objetivo de avaliar a influéncia dos gendtipos na prevaléncia de
respondedores de IgG total contra as proteinas avaliadas neste estudo, foi
realizada uma analise de regressao logistica multivariada. Nesta andlise, os
genotipos heterozigoto e homozigoto para o alelo mutante foram comparados em
relacdo ao genotipo homozigoto selvagem, que ficou como referéncia. Assim, a
chance do individuo responder a proteina ficou representada como razdo de
chance (OR, do inglés odds ratio) em relacdo ao genotipo referéncia. O OR dos
genoétipos de todos os SNPs avaliados contra as proteinas MSP-1,9, DBP, AMA-1
e ICB2-5 estdo apresentados na Tabela 4. Nas tabelas também estdo indicados os
valores de p ajustados de acordo com a ancestralidade, idade e numero de
episodios prévios de malaria. Duas associacdes significativas foram encontradas:
individuos com o gendtipo GA para o SNP CD28 -372G>A apresentaram menor
chance de responder contra a proteina DBP comparados com os individuos
possuindo o gendtipo GG (OR = 0,34, p ajustado = 0,03), e individuos com o
gendtipo 7C para o SNP ICOS +1564T>C também apresentaram menor chance de
responder contra a DBP comparados com individuos possuindo o genotipo 77

(OR =10,29, p ajustado = 0,01).
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Tabela 4 — Regressdo logistica multivariada comparando a resposta de anticorpos contra as proteinas PvMSP-1,5, PvDBP, PvAMA-1 e ICB2-5 entre os

diferentes genotipos avaliados neste estudo

continua
MSP-14 DBP AMA-1 ICB2-5

Variavel independente n OR p n OR P n OR p n OR P
BLYS -871C>T
CcC 115 Referéncia 110 Referéncia 119 Referéncia 103 Referéncia
CT 67 1,31 (0,50-3,46) 0,58 66 1,31 (0,53-3,23) 0,56 65 1,37 (0,66-2,86) 0,39 62 1,30 (0,68-2,51) 0,43
TT 13 0,87 (0,17-4,57) 0,87 12 2,90 (0,28-29,7) 0,37 15 5,17 (0,61-43,0) 0,13 13 0,81(0,24-2,71) 0,74
CD28-372G>A
GG 92 Referéncia 90 Referéncia 94 Referéncia 86 Referéncia
GA 89 0,64 (0,26-1,56) 0,33 85 0,34 (0,13-0,90) 0,03 91 0,55(0,27-1,11) 0,10 80 0,87 (0,46-1,66) 0,68
AA 14 1,55(0,18-13,5) 0,69 13 1,96 (0,20-19,2) 0,56 15 1,14 (0,27-4,81) 0,86 12 2,05(0,57-7,43) 0,27
CD28 +17T7>C
TT 128 Referéncia 125 Referéncia 132 Referéncia 138 Referéncia
TC 62 0,75 (0,30-1,85) 0,53 57 1,02 (0,42-2,52) 0,96 62 1,21 (0,58-2,51) 0,61 54 1,0 (0,51-1,95) 0,99
CcC 5 0,20 (0,03-1,40) 0,10 6 0,68 (0,10-4,75) 0,70 6 1,04 (0,16-6,66) 0,97 6 0,2 (0,02-1,80) 0,15
CD40-1C>T
CcC 146 Referéncia 140 Referéncia 150 Referéncia 137 Referéncia
CT 41 1,36 (0,43-4,32) 0,60 42 0,58(0,22-1,50) 0,26 42 0,74 (0,33-1,67) 0,46 37 1,21 (0,58-2,54) 0,61
TT 8 1,19 (0,14-11,0) 0,87 6 0,32 (0,05-2,09) 0,23 8 2,62 (0,30-22,7) 0,38 6 2,00 (0,35-11,5) 0,44
CD40L -726T>C*
Homens
T 112 Referéncia 108 Referéncia 115 Referéncia 107 Referéncia
C 13 1,49(0,16-11,35) 0,72 12 0,32(0,07-1,43) 0,13 13 0,65 (0,16-2,59) 0,55 12 2,71 (0,70-10,4) 0,15
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Tabela 4 — Regressdo logistica multivariada comparando a resposta de anticorpos contra as proteinas MSP-1,5, DBP, AMA-1 e ICB2-5 entre os diferentes

gendtipos avaliados neste estudo

conclusdo
MSP-14 DBP AMA-1 ICB2-5

Variavel independente n OR p n OR P n OR p n OR P
Mulheres
TT 53 Referéncia 51 Referéncia 55 Referéncia 45 Referéncia
TC 13 0,44 (0,08-2,26) 0,33 12 0,67 (0,08-5,13) 0,70 13 0,60 (0,12-3,03) 0,54 10 0,39 (0,08-1,79) 0,23
CcC 4 037 (0,03-4,71) 0,45 5 0,40 (0,05-3,43) 0,40 5 0,92 (0,12-7,16) 0,94 4 2,88(0,23-35,8) 0,41
CD86 +1057G>A
GG 120 Referéncia 115 Referéncia 122 Referéncia 110 Referéncia
GA 77 0,54 (0,27-1,29) 0,17 68 1,60 (0,64-4,05) 0,32 70 1,0 (0,49-2,03) 1,0 50 1,18 (0,61-2,28) 0,62
AA 8 5,56 (0-15,5) 0,99 8 1,91 (0,19-19,0) 0,58 8 2,44 (0,27-22,0) 0,43 8 2,19 (0,47-10,1) 0,31
CTLA4 -318C>T
CcC 165 Referéncia 158 Referéncia 169 Referéncia 151 Referéncia
CT 30 1,0 (0,31-3,21) 1,0 30 1,09 (0,38-3,14) 0,87 31 1,54 (0,59-4,02) 0,37 27 1,34 (0,57-3,17) 0,50
CTLA4 +494>G
AA 78 Referéncia 76 Referéncia 81 Referéncia 75 Referéncia
AG 97 1,05 (0,42-2,62) 0,91 91 2,00 (0,81-4,97) 0,13 88 0,82 (0,41-1,66) 0,58 84 0,77 (0,41-1,47) 0,43
GG 20 0,82 (0,20-3,42) 0,79 21 0,65 (0,18-2,31) 0,51 28 1,44 (0,41-5,09) 0,57 19  0,61(0,21-1,75) 0,36
ICOS +1564T>C
TT 86 Referéncia 81 Referéncia 87 Referéncia 77 Referéncia
TC 80 2,16 (0,80-5,82) 0,13 78 0,29 (0,11-0,78) 0,01 82 0,88 (0,43-1,83) 0,71 73 1,14 (0,59-2,23) 0,69
CcC 28 1,39 (0,40-4,86) 0,60 28 0,61(0,17-2,20) 0,45 30 1,55 (0,55-4,40) 0,37 27 1,70 (0,67-4,30) 0,26

*As analises foram realizadas separadamente entre homens e mulheres para o SNP CD40L -726T>C por este se encontrar no cromossomo X
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4.6.2 Prevaléncia de anticorpos IgG total de acordo com o modelo genético

Conforme explicado na secao 3.9, foi avaliado a prevaléncia de anticorpos
IgG total contra as quatro proteinas estudadas de acordo com o modelo genético.
Semelhantemente a andlise dos genotipos, neste caso também foi realizada uma
regressao logistica multipla controlando para as varidveis: ancestralidade, idade e
numero de episodios prévios de malédria. O OR, bem como o p ajustado para cada
proteina entre os diferentes modelos estao apresentados na Tabela 5. Individuos
heterozigotos para o SNP CD28 -372G>A apresentaram menor chance de
responder contra a DBP em relagdo aos individuos homozigotos (OR = 0,32, p
ajustado = 0,01). Em relagdo ao SNP CD40L -726T>C, seguindo um modelo
dominante, homens e mulheres possuindo o alelo 7 tiveram maior chance de
apresentarem anticorpos contra a DBP comparados aos homens hemizigotos e
mulheres homozigotas para o alelo C. Para o SNP ICOS +1564T>C, tanto
individuos heterozigotos, como homozigotos para o alelo C apresentaram menor
chance de responderem contra a DBP (OR = 0,34, p ajustado = 0,01 e OR = 0,36,

p ajustado = 0,03, respectivamente).
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Tabela 5 — Regressdo logistica multivariada comparando a resposta de anticorpos contra as proteinas PvMSP-1,9, PvDBP, PvAMA-1 ¢ ICB2-5 entre os

diferentes modelos genéticos

continua

MSP-14 DBP AMA-1 ICB2-5
Variavel independente OR P OR P OR p OR P
BLYS -871C>T
Dominante” 1,26 (0,25-6,38) 0,78 0,38 (0,04-3,78) 0,41 0,21 (0,02-1,80) 0,16 1,35 (0,41-4,40) 0,62
Recessivo” 1,22 (0,50-2,99) 0,66 1,44 (0,60-3,46) 0,41 1,60 (0,79-3,25) 0,19 1,20 (0,65-2,22) 0,56
Heterozigoto® 1,33 (0,52-3,44) 0,55 1,21 (0,49-2,99) 0,67 1,23 (0,60-2,54) 0,57 1,33 (0,70-2,53) 0,38
CD28-372G>A
Dominante 0,52 (0,06-4,25) 0,54 0,31 (0,03-2,77) 0,29 0,66 (0,16-2,62) 0,55 0,46 (0,13-1,60) 0,22
Recessivo 0,70 (0,29-1,69) 0,43 0,42 (0,17-1,06) 0,07 0,60 (0,30-1,20) 0,15 0,99 (0,53-1,83) 0,97
Heterozigoto 0,61 (0,25-1,46) 0,27 0,32 (0,12-0,81) 0,01 0,54 (0,27-1,07) 0,08 0,80 (0,43-1,50) 0,48
CD28 +17T7>C
Dominante 4,59 (0,66-31,7) 0,12 1,47 (0,21-10,0) 0,69 1,02 (0,16-6,48) 0,98 4,99 (0,56-4,44) 0,15
Recessivo 0,65 (0,27-1,54) 0,33 0,97 (0,41-2,27) 0,95 1,19 (0,59-2,41) 0,63 0,86 (0,45-1,65) 0,65
Heterozigoto 0,83 (0,34-2,01) 0,68 1,05 (0,43-2,55) 0,92 1,21 (0,58-2,49) 0,61 1,06 (0,54-2,07) 0,86
CD40-1C>T
Dominante 0,89 (0,10-7,62) 0,92 2,71 (0,42-17,3) 0,29 0,36 (0,04-3,07) 0,35 0,52 (0,09-2,99) 0,47
Recessivo 1,33 (0,46-3,81) 0,60 0,53 (0,22-1,29) 0,16 0,88 (0,41-1,91) 0,75 1,29 (0,64-2,61) 0,47
Heterozigoto 1,35 (0,43-4,25) 0,61 0,62 (0,24-1,58) 0,32 0,71 (0,31-1,59) 0,40 1,17 (0,56-2,45) 0,67
CD40L -726T>C
Dominante 0,82 (0,17-4,0) 0,81 3,39 (1,02-11,2) 0,04 1,40 (0,46-4,24) 0,55 0,38 (0,12-1,20) 0,10
Recessivo 0,66 (0,22-2,02) 0,47 0,44 (0,16-1,23) 0,12 0,64 (0,26-1,59) 0,34 1,23 (0,52-2,91) 0,63
Heterozigoto 0,47 (0,09-2,39) 0,37 0,76 (0,10-5,69) 0,79 0,61 (0,12-3,02) 0,54 0,36 (0,08-1,64) 0,19
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Tabela 5 — Regressdo logistica multivariada comparando a resposta de anticorpos contra as proteinas PvMSP-1,9, PvDBP, PvAMA-1 ¢ ICB2-5 entre os

diferentes modelos genéticos

conclusdo

MSP-14 DBP AMA-1 ICB2-5
Variavel independente OR P OR P OR p OR P
Heterozigoto 0,47 (0,09-2,39) 0,37 0,76 (0,10-5,69) 0,79 0,61 (0,12-3,02) 0,54 0,36 (0,08-1,64) 0,19
CD86 +1057G>A
Dominante 1,42 (0-65,0) 0,99 0,60 (0,06-5,91) 0,67 0,41 (0,05-3,66) 0,42 0,48 (0,11-2,19) 0,35
Recessivo 0,62 (0,26-1,47) 0,28 1,63 (0,67-3,98) 0,28 1,08 (0,54-2,14) 0,83 1,27 (0,68-2,39) 0,45
Heterozigoto 0,51 (0,21-1,21) 0,13 1,55 (0,62-3,88) 0,35 0,96 (0,48-1,94) 0,92 1,12 (0,58-2,14) 0,73
CTLA4 +494>G
Dominante 1,25 (0,33-4,73) 0,74 2,16 (0,65-7,13) 0,21 0,62 (0,19-2,05) 0,43 1,43 (0,53-3,88) 0,48
Recessivo 1,01 (0,42-2,41) 0,98 1,56 (0,68-3,58) 0,29 0,90 (0,45-1,77) 0,75 0,74 (0,40-1,37) 0,34
Heterozigoto 1,10 (0,47-2,58) 0,83 2,20 (0,93-5,18) 0,07 0,77 (0,39-1,49) 0,43 0,85 (0,47-1,56) 0,61
ICOS +1564T>C
Dominante 0,99 (0,30-3,27) 0,99 0,83 (0,27-2,57) 0,75 0,60 (0,23-1,60) 0,31 0,63 (0,26-1,50) 0,30
Recessivo 1,89 (0,70-4,51) 0,15 0,36 (0,14-0,91) 0,03 1,03 (0,52-2,03) 0,94 1,27 (0,69-2,35) 0,44
Heterozigoto 1,99 (0,72-5,15) 0,15 0,34 (0,14-0,82) 0,01 0,79 (0,40-1,55) 0,49 1,00 (0,99-1,04) 0,99

*No modelo dominante, individuos com os gendtipos A4 e Aa sio reunidos e comparados contra o grupo aa, sendo 4 o alelo selvagem € a o alelo mutante

b . . ., , . - .
No modelo recessivo, individuos com os genotipos aa e Aa sdo reunidos e comparados contra o grupo 44, sendo A o alelo selvagem e a o alelo mutante

“No modelo heterozigoto, individuos com os genotipos A4 e aa sdo reunidos e comparados contra o grupo Aa, sendo 4 o alelo selvagem e a o alelo mutante
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Resultados

4.6.3 Niveis de anticorpos IgG total entre os genotipos e os modelos genéticos

A associacdo entre os genoOtipos com os niveis de anticorpos para as
proteinas MSP-1,9, DBP, AMA-1 e ICB2-5 estdo apresentadas nas Figuras 32, 33,
34 e 35, respectivamente. Houve associagdo entre o SNP CD40 -1C>T e os niveis
de MSP-19 (p =0,03). A andlise par a par revelou que individuos com o genétipo
CT apresentaram menores niveis de anticorpos comparados com individuos com o
genotipo CC (p = 0,02) e TT (p = 0,01). A analise de modelos confirmou que
individuos com o gendtipo 7C apresentaram menores niveis de anticorpos
comparados aos outros individuos agrupados (p = 0,04). Em relagdo ao SNP
CD86 +1057G>A, houve associagdo com os niveis de anticorpos contra a MSP-
li9 (p = 0,04). A andlise par a par revelou que individuos com o genotipo A4
apresentaram maiores niveis de anticorpos em relacdo aos individuos com o
genodtipo GG (p = 0,006) ou GA (p = 0,04). O modelo genético recessivo manteve
a diferenca significativa entre os individuos 44 contra os individuos GG e GA
agrupados (p = 0,02).

Nenhuma associagdo foi encontrada entre os genotipos com os niveis de
anticorpos contra as proteinas DBP, AMA-1 e ICB2-5, independente do modelo

genético analisado.
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Resultados

4.7 Associacao entre a resposta de IgM e subclasses de IgG com os SNPs

4.7.1 Prevaléncia e niveis de anticorpos IgM e subclasses de IgG entre os

genotipos e modelos genéticos

Uma analise de regressao logistica multivariada semelhante a realizada
para IgG total foi conduzida para avaliar possiveis associacdes entre os genotipos
com a prevaléncia de IgM e subclasses de IgG contra a ICB2-5. Em relagdo a
IgM, a uUnica associagdo encontrada entre os genotipos foi para o SNP CD28§ -
372G>A, cujos individuos possuindo o gendtipo A4 apresentaram maior chance
de terem anticorpos em relagdo aos individuos com o genétipo GG (OR = 4,36, p
ajustado = 0,03) (Tabela 6). Em relagdo aos modelos genéticos, o modelo
dominante para este mesmo SNP foi associado com menor chance de apresentar
anticorpos IgM (OR = 0,26, p ajustado = 0,03) enquanto que o modelo recessivo
foi associado com maior prevaléncia de IgM (OR = 2,18, p ajustado = 0,03).
Outro modelo associado com menor chance de apresentar I[gM foi encontrado para
o SNP CD40 -1C>T, cujo modelo dominante apresentou um OR de 0,16 (p
ajustado = 0,04) (Tabela 7). Nenhuma associagdo entre os niveis de IgM com
qualquer SNP foi encontrada (dados ndo mostrados).

J& para as subclasses de IgG, ndo foram observadas associacdes entre a

prevaléncia e IR com os geno6tipos e modelos estudados (Tabelas 6 € 7).



126

Tabela 6 — Regressao logistica multivariada comparando a resposta de anticorpos de IgM e subclasses de IgG contra as proteinas PvMSP-1,9, PvDBP, PvAMA-1 ¢

ICB2-5 entre os diferentes gendtipos avaliados neste estudo

continua
IgM IgGl 1gG2 1gG3 IgG4

Variavel independente n OR P n OR P OR p OR P OR P
BLYS -871C>T
CcC 97 Referéncia 48 Referéncia Referéncia Referéncia Referéncia
CT 61 1,34 (0,62-2,90) 0,46 37 0,89(0,36-2,19) 0,79 0,96 (0,31-2,94) 0,95 0,18 (0,03-1,27) 0,08 0,99 (0,22-4,49) 0,99
TT 13 1,78 (0,45-6,99) 0,41 6 0,80(0,12-5,17) 0,81 1,91 (0,25-14,3) 0,53 0,27 (0,01-6,94) 0,42 1,62 (0,10-26,0) 0,73
CD28 -372G>A
GG 80 Referéncia 42 Referéncia Referéncia Referéncia Referéncia
GA 79 1,99 (0,89-4,45) 0,09 39  0,55(0,22-1,38) 0,20 1,39 (0,47-4,18) 0,55 1,94 (0,43-8,86) 0,39 1,26 (0,26-6,07) 0,77
AA 12 4,36(1,09-17,5) 0,03 8 0,85(0,18-3,96) 0,84 0,08 (0-44,8) 0,99 0,01 (0-45,8) 0,99 1,34 (0,11-16,6) 0,82
CD28 +17T>C
TT 116 Referéncia 60 Referéncia Referéncia Referéncia Referéncia
TC 51  0,55(0,23-1,31) 0,18 28 0,93 (0,37-2,34) 0,89 1,98 (0,67-5,87) 0,22 0,60 (0,12-3,05) 0,54 0,23 (0,02-2,32) 0,21
CcC 4 1,27(0,12-14,2) 0,84 - - -
CD40-1C>T
CcC 128 Referéncia 65 Referéncia Referéncia Referéncia Referéncia
CT 37 0,75(0,30-1,89) 0,54 20 1,35(0,48-3,79) 0,57 1,32 (0,40-4,40) 0,64 1,02 (0,17-6,0) 0,98 0,01 (0-78,9) 0,99
TT 6 4,67(0,68-31,9) 0,12 4 0,34(0,03-3,57) 0,37 0,04 (0-56,4) 0,99 0,02 (0-60,2) 0,99 5,69 (0,32-20,0) 0,23
CD40L -726T>C
Homens
T 103 Referéncia 49 Referéncia Referéncia Referéncia Referéncia
C 12 0,73 (0,17-3,16) 0,67 8  3,11(0,52-18,4) 0,21 1,69 (0,23-12,2) 0,60 0,93 (0,07-12,1) 0,96 3,33 (0,22-49,6) 0,38
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Tabela 6 — Regressdo logistica multivariada comparando a resposta de anticorpos de IgM e subclasses de IgG contra as proteinas PvMSP-1,9, PvDBP, PvAMA-1 ¢ ICB2-

5 entre os diferentes genotipos avaliados neste estudo

conclusdo
IgM IgGl IeG2 1gG3 IgG4

Variavel independente n OR P n OR P OR p OR P OR P
Mulheres
TT 43 Referéncia - - - -
TC 9 1,06(0,09-12,0) 0,96 - - - -
CcC 4  11,4(0,39-33,9) 0,16 - - - -
CD86 +1057G>A4
GG 106 Referéncia 53 Referéncia Referéncia Referéncia Referéncia
GA 47 0,86 (0,39-1,89) 0,71 31 0,82(0,32-2,05) 0,67 0,41 (0,13-1,33) 0,14 1,08 (0,22-5,31) 0,92 0,66 (0,14-3,09) 0,59
AA 8 0,90(0,13-6,12) 0,91 5 3,99(0,39-40,6) 0,24 1,40 (0,17-11,8) 0,76 0,06 (0-53,2) 0,99 0,07 (0-59,0) 0,99
CTLA4 -318C>T
CcC 146 Referéncia 74 Referéncia Referéncia Referéncia Referéncia
CT 25 1,44 (0,52-4,03) 0,48 15 1,51(0,48-4,76) 0,48 1,90 (0,51-7,04) 0,33 0,87 (0,14-5,41) 0,88 0,57 (0,05-5,41) 0,62
CTLA4 +494>G
AA 71 Referéncia 40 Referéncia Referéncia Referéncia Referéncia
AG 82 1,03 (0,48-2,22) 0,93 41 1,19(0,48-2,92) 0,70 2,54 (0,79-8,09) 0,11 1,39 (0,29-6,56) 0,68 0,60 (0,13-2,78) 0,51
GG 18 1,14 (0,31-4,15) 0,84 8 0,66(0,13-3,26) 0,61 3,06 (0,57-18,5) 0,22 0,72 (0,05-10,3) 0,81 0,37(0,02-5,15) 0,46
ICOS +1564T>C
TT 73 Referéncia 35 Referéncia Referéncia Referéncia Referéncia
TC 70 1,26 (0,56-2,82) 0,57 38 0,75(0,28-2,00) 0,56 1,21 (0,36-4,10) 0,75 1,50 (0,30-7,39) 0,62 0,25 (0,04-1,55) 0,14
CcC 27  1,52(0,53-4,36) 0,44 16 0,61(0,18-2,15) 0,45 1,85 (0,43-7,90) 0,40 0,74 (0,06-9,02) 0,81 1,07 (0,14-7,87) 0,95

* As lacunas na tabela (-) sdo devido a impossibilidade de realizacdo do teste devido a limitagdo do tamanho amostral nestes grupos
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Tabela 7 — Regressdo logistica multivariada comparando a resposta de anticorpos IgM e subclasses de IgG contra a proteina ICB2-5 entre os diferentes modelos

genéticos

continua

IgM IgGl IeG2 IgG3 IgG4

Variavel independente OR P OR P OR P OR P OR P
BLYS -871C>T
Dominante 0,84 (0,24-2,95) 0,78 0,78 (0,12-5,12) 0,80 0,57 (0,08-3,96) 0,57 0,69 (0,06-7,73) 0,76 0,53 (0,03-7,76) 0,64
Recessivo 1,30 (0,66-2,55) 0,45 0,86 (0,34-2,14) 0,74 1,10 (0,40-2,99) 0,85 0,41 (0,09-1,85) 0,25 1,34 (0,33-5,30) 0,67
Heterozigoto 1,25 (0,62-2,52) 0,53 0,80 (0,31-2,05) 0,65 0,95 (0,34-2,65) 0,93 0,33 (0,06-1,72) 0,19 1,15(0,29-4,59) 0,84
CD28-372G>A
Dominante 0,26 (0,08-0,88) 0,03 1,0 (0,22-4,52) 1,0 2,75 (0,29-25,6) 0,37 - -
Recessivo 2,18 (1,06-4,47) 0,03 0,74 (0,30-1,82) 0,51 1,08 (0,39-3,02) 0,88 1,62 (0,38-6,90) 0,51 1,15(0,27-4,82) 0,84
Heterozigoto 1,39 (0,69-2,80) 0,35 0,73 (0,29-1,84) 0,50 1,45(0,51-4,13) 0,48 2,61 (0,60-12,2) 0,20 1,02 (0,24-4,40) 0,98
CD28 +17T7>C
Dominante 1,19 (0,11-12,2) 0,89 ¥ - - -
Recessivo 0,62 (0,29-1,34) 0,23 1,31 (0,49-3,55) 0,58 2,13 (0,73-6,26) 0,17 0,48 (0,09-2,48) 0,38 0,22 (0,02-2,05) 0,18
Heterozigoto 0,62 (0,28-1,36) 0,23 1,43 (0,52-3,92) 0,49 2,28 (0,77-6,79) 0,14 0,48 (0,09-2,52) 0,39 0,23 (0,02-2,20) 0,20
CD40-1C>T
Dominante 0,16 (0,03-0,95) 0,04 2,97 (0,28-31,3) 0,36 - - -
Recessivo 0,94 (0,43-2,05) 0,88 1,15 (0,42-3,14) 0,78 1,11 (0,37-3,33) 0,85 0,48 (0,09-2,57) 0,39 0,24 (0,02-2,16) 0,20
Heterozigoto 0,60 (0,25-1,44) 0,26 1,53 (0,53-4,44) 043 1,68 (0,54-5,18) 0,36 0,66 (0,12-3,51) 0,62 0,99 (0,1-40,3) 0,99
CD40L -726T>C
Dominante 0,69 (0,23-2,07) 0,51 0,51 (0,12-2,07) 0,35 1,13 (0,20-6,33) 0,89 1,11 (0,11-11,6) 0,93 0,32 (0,04-2,65) 0,29
Recessivo 0,91 (0,35-2,38) 0,85 1,49 (0,43-5,16) 0,53 0,97 (0,22-4,20) 0,97 0,57 (0,06-5,38) 0,63 1,87 (0,26-13,3) 0,53
Heterozigoto 0,42 (0,04-3,99) 0,45 - - - -
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Tabela 8 — Regressdo logistica multivariada comparando a resposta de anticorpos IgM e subclasses de IgG contra a proteina ICB2-5 entre os diferentes modelos

genéticos

conclusdo

IgM IgGl 1gG2 IgG3 1gG4

Variavel independente OR P OR p OR p OR P OR P
CD86 +1057G>A
Dominante 0,71 (0,16-3,21) 0,65 0,30 (0,03-3,0) 0,31 0,73 (0,10-5,10) 0,75 - -
Recessivo 0,87 (0,43-1,75) 0,69 1,09 (0,44-2,71) 0,85 0,51 (0,17-1,46) 0,21 0,66 (0,16-2,74) 0,56 0,47 (0,10-2,09) 0,32
Heterozigoto 0,79 (0,38-1,65) 0,54 0,86 (0,33-2,21) 0,75 0,42 (0,13-1,33) 0,14 0,97 (0,23-3,97) 0,96 0,69 (0,15-3,16) 0,63
CTLA4 +494>G
Dominante 0,73 (0,25-2,12) 0,56 1,80 (0,38-8,54) 0,46 0,60 (0,12-3,10) 0,54 1,02 (0,10-10,0) 0,99 1,40 (0,13-14,8) 0,78
Recessivo 0,88 (0,45-1,75) 0,73 0,91 (0,37-2,23) 0,84 2,20 (0,77-6,30) 0,14 1,59 (0,39-6,4) 0,52 0,68 (0,17-2,71) 0,58
Heterozigoto 0,79 (0,40-1,54) 0,49 1,12 (0,45-2,74) 0,81 1,80 (0,64-5,03) 0,26 1,59 (0,40-6,24) 0,51 0,76 (0,18-3,16) 0,70
ICOS +1564T>C
Dominante 0,62 (0,25-1,55) 0,31 1,57 (0,48-5,10) 0,45 0,59 (0,17-2,09) 0,42 2,06 (0,23-18,5) 0,52 0,92 (0,15-5,47) 0,93
Recessivo 1,47 (0,73-2,97) 0,28 0,68 (0,26-1,74) 0,42 1,71 (0,58-4,98) 0,33 1,52 (0,34-6,82) 0,58 0,41 (0,09-1,71) 0,22
Heterozigoto 1,13 (0,56-2,27) 0,72 0,91 (0,35-2,33) 0,84 1,20 (0,42-3,42) 0,73 2,07 (0,51-8,39) 0,31 0,32 (0,06-1,73) 0,18

* As lacunas na tabela (-) sdo devido a impossibilidade de realizag@o do teste devido a limitagdo do tamanho amostral nestes grupos
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Resultados

4.8 Associaciio entre a prevaléncia de anticorpos com os haplétipos dos genes

CD28, CTLA4 e ICOS

Devido a proximidade fisica e o desequilibrio de ligacdo entre os SNPs
localizados nos genes CD28, CTLA4 e ICOS, foram encontrados 18 haplétipos na
populacdo estudada (Anexo II). As andlises de associagdo foram realizadas apenas
entre os haplotipo que possuiram frequéncia acima de 5%. Nestas andlises, sdo
gerados scores especificos (hap-score), cujo valor permite avaliar, para cada
haplotipo, a existéncia de associacdo estatisticamente significativa. O efeito de
cada hapldtipo depende do valor do hap-score: valores positivos indicam que o
haplotipo estd associado com a produgdo de anticorpos enquanto que valores
negativos possuem significado inverso. A andlise da frequéncia haplotipica entre
os respondedores e os ndo respondedores para as quatro proteinas avaliadas ndo
permitiu associar nenhum haplotipo com a prevaléncia de anticorpos (Tabela 8).
Estas analises ndo foram realizadas para as subclasses de IgG devido ao reduzido
nimero de respondedores nestes grupos, limitando assim a possibilidade de

realizagdo do teste estatistico.



Tabela 8 — Frequéncias haplotipicas e associagdo com a prevaléncia de anticorpos IgG total contra as proteinas PvMSP-1,9, PvDBP, PvAMA-1 e ICB2-5.
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MSP-1, AMA-1 ICB2-5
Haplétipo® Frequéncia®  hap.score p Frequéncia hap.score p Frequéncia hap.score p Frequéncia  hap.score p
Pos® Neg’ Pos Neg Pos  Neg Pos  Neg
GTCGT 0,202 0,290 -1,18 0,24 0,212 0,159 0,36 0,72 0,204 0,206 -0,29 0,77 0,192 0,212 -0,85 0,40
GTCAT 0,172 0,071 1,36 0,17 0,148 0,223 -0,53 0,59 0,156 0,157 -0,44 0,66 0,138 0,181 -0,56 0,58
ATCAT 0,120 0,145 0,16 0,87 0,118 0,098 0,51 0,61 0,105 0,172 -0,99 0,32 0,117 0,118 0,03 0,97
GTCAC 0,172 0,126 0,35 0,73 0,121 0,049 0,82 0,41 0,102 0,113 0,05 0,96 0,150 0,066 1,95 0,05
ATCAC 0,102 0,033 1,03 0,30 0,084 0,105 -0,57 0,57 0,099 0,077 0,67 0,50 0,108 0,076 0,90 0,37
GCCAC 0,068 0,031 -0,10 0,92 0,065 0,030 0,29 0,77 0,076 0,020 1,17 0,24 0,060 0,070 -0,36 0,72
GCTAT 0,057 0,030 0,59 0,55 0,061 0,020 0,95 0,34 0,061 0,030 1,13 0,26 0,067 0,045 0,92 0,36

®A reconstrugdo dos haplétipos foi realizada com os SNPs na seguinte sequéncia: CD28 -372G>A, CD28 +17T>C, CTLA4 -318C>T, CTLA4 +494>G ¢ ICOS

+1564T>C. Estdo representados apenas os haplotipos com frequéncia superior a 5%.

b C g T ~
Pos indica respondedores e Neg indica nao respondedores.
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4.9 Associacio entre os niveis de anticorpos com os haplotipos dos genes

CD28, CTLA4 e ICOS

Um modelo de regressao, utilizando a fun¢ao haplo.glm, implementado no
pacote haplo.stat do programa R v 2.11 foi utilizado, com o objetivo de avaliar a
influéncia dos haplotipos gerados nos niveis de anticorpos. Neste modelo, a
variacdo nos niveis de anticorpos para cada hapldtipo em relacao a um haplotipo
de referéncia (no caso, o hapldtipo mais frequente, GTCGT, de acordo com a
sequencia CD28 -372G>A, CD28 +17T>C, CTLA4 -318C>T, CTLA4 +494>G ¢
ICOS +1564T>C) é mensurada, gerando um p especifico, que foi ajustado de
acordo com a idade, nimero de episodios prévios de malaria e ancestralidade. Nao
houve associagdo entre os haplotipos com os niveis de anticorpos IgG total para
nenhuma proteina (Figura 36). No entanto, dois haplétipos foram associados com
a produgdo de anticorpos IgG4 contra a ICB2-5. Individuos com o haplétipo
ATCGT apresentaram reducdo de 49% nos niveis de anticorpos em comparacao
aos individuos com o haplétipo referéncia (p = 0,001). Ja os individuos com o
haplotipo GTCAC apresentaram aumento de 14,2% nos niveis de anticorpos em

relagcdo ao haplétipo referéncia (p = 0,03) (Figura 37).
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Figura 36 — Efeito dos haplotipos nos niveis de anticorpos IgM e subclasses de IgG contra a proteina ICB2-
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anticorpos de cada haplétipo comparado ao haplétipo mais frequente (GTCGT). * indica p < 0,05 e ** indica

p < 0,005.
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5. Discussao

As principais estratégias utilizadas para o controle da malaria estdao
baseadas no pronto diagnostico e tratamento, bem como no combate ao vetor. No
entanto, constantemente surgem novas cepas do parasito resistentes conforme
novas drogas sdo empregadas, ¢ o combate ao vetor também encontra grandes
desafios devido a crescente resisténcia destes aos inseticidas. Dessa forma,
justifica-se a busca pelo desenvolvimento de uma vacina que seja eficaz contra a
maldria. A caracterizagdo da resposta imune naturalmente adquirida constitui uma
boa ferramenta para a identificagdo de moléculas que possam ser alvos de uma
vacina antimaldrica.

O desenvolvimento de uma resposta imune contra as espécies de
Plasmodium € um processo complexo. Individuos vivendo em areas endémicas de
maldaria adquirem algum grau de imunidade protetora conforme vao ficando mais
velhos. Embora esta imunidade seja parcial, ela ¢ importante em reduzir a
mortalidade e os sintomas clinicos da doenga (revisto em DOOLAN et al., 2009),
e um dos principais objetivos no desenvolvimento de uma vacina ¢ fornecer esta
imunidade aos individuos mais jovens. Infelizmente, apesar de décadas de
investigagdo, pouco se sabe sobre a maneira como o sistema imune atua diante de
infec¢des pelas espécies de Plasmodium. Uma parte do problema ¢ entender
porque os individuos diferem em suas respostas imunes contra o parasito, € como
isto afeta o nivel de resisténcia a doenga.

Existem diferentes exemplos de polimorfismos genéticos influenciando na
resisténcia a infec¢do por Plasmodium no homem. As primeiras observacoes
remontam ao ano de 1954, quando se verificou que individuos apresentando o
traco falciforme eram mais resistentes aos casos mais graves de maldria
falciparum. Outros polimorfismos no homem que conferem resisténcia a malaria
incluem as talassemias, deficiéncia em glicose-6-fosfato, deficiéncia em piruvato
quinase, auséncia do grupo sanguineo Duffy, entre outros (revisto em ALLISON,

2009). Entretanto, apenas mais recentemente tem se investigado as bases
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genéticas que podem modular a resposta imune contra a malaria. Inicialmente, os
estudos focaram na influéncia dos alelos do HLA na resposta imune. Stephens e
colaboradores (1995) descreveram acentuada resposta de anticorpos em
individuos tailandeses possuindo o alelo HLA DPB*0501 vacinados com
antigenos de esporozoitos de P. falciparum. Em ensaios de vacinas em voluntérios
nos Estados Unidos utilizando a CSP do P. falciparum, Nardin e colaboradores
(2000) observaram que altos niveis de anticorpos eram obtidos nos individuos
com os alelos DRB1*0401, *1101 e DQB1*0603, e baixa, ou nenhuma resposta
foi evidenciada nos individuos com o alelo DRB1*0701. Alelos HLA-DR e -DQ
também foram associados com maior ou menor produ¢do de anticorpos contra
diferentes proteinas, incluindo a CSP, AMA-1, MSP-1, MSP-3 e¢ MSP-9
(JOHNSON et al., 2004; OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2004; LIMA-JUNIOR et
al., 2012; STORTI-MELO et al., 2012). Entretanto, Duah e colaboradores (2009),
estudando gémeos no Gambia, demonstraram que a influéncia da herdabilidade
nos niveis de anticorpos pode atingir 48%, e que a maior parte da contribuicao
genética na resposta imune humoral contra proteinas do P. falciparum (AMA-1,
MSP-1,9, MSP-2 ¢ MSP-3) ndo ¢ devido ao HLA. Isto nos levou a investigar
possiveis associagdes entre polimorfismos de genes envolvidos na coestimulagao
com a resposta imune humoral contra proteinas candidatas a vacina para o P.

vivax.

5.1 Resposta de anticorpos contra proteinas de estagio sanguineo do P. vivax

5.1.1 PVMSP-119

Nossos resultados em relagdo a resposta de IgG total contra a PvMSP-19
demonstraram que a frequéncia de respondedores entre os individuos infectados
com P. vivax foi de 83,1%. Em individuos que haviam sido recentemente
infectados no Estado do Para, Soares e colaboradores (1997) encontraram uma

frequéncia de respondedores para a PvMSP-1;9 de 51,4%. O fato de termos
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encontrado uma frequéncia maior de respondedores para esta proteina
provavelmente reflete o fato dos individuos estarem infectados no momento da
coleta. Isto ¢ corroborado por outros estudos na regido Amazodnica, onde a
frequéncia de respondedores variou de 75 a 95% em individuos infectados com P.
vivax (SOARES et al., 1999a; RODRIGUES et al., 2003; BARBEDO et al., 2007;
RICCIO et al., 2013). Além disso, tem se demonstrado que a frequéncia de
respondedores e os niveis de anticorpos caem rapidamente entre 1 € 4 meses apos
a infecgao por P. vivax (SOARES et al., 1997; 1999b)

Com o objetivo de se avaliar o efeito da exposi¢do prévia ao parasito na
resposta de anticorpos, nds verificamos a frequéncia e niveis de anticorpos contra
a PvMSP-1,9 em relagio ao nimero de episddios prévios de maldria, e
observamos que ambos aumentaram significativamente apds o primeiro episddio
de malaria, mas nao se alteraram apo6s episodios subsequentes. Estudos anteriores
em duas localidades diferentes (proximidades de Belém, no Estado do Pard e
Cotijuba, no Mato Grosso) também encontraram associagdo entre a prevaléncia de
respondedores contra a MSP-1;9 e o nimero de episddios prévios, com o0s
menores valores entre os primo-infectados (SOARES et al., 1997; 1999a; 1999b).
Tem sido sugerido que a menor propor¢ao de respondedores dentro deste grupo
pode estar relacionado a um atraso na troca de anticorpos de IgM para IgG, uma
vez que nos primo-infectados a frequéncia de individuos com anticorpos IgM foi
maior comparado ao grupo que ja teve maldria (SOARES et al., 1999a). Além
disso, de dez individuos primo-infectados que ndo apresentaram IgG contra a
PvMSP-1,9, nove possuiam anticorpos IgM especificos (RODRIGUES et al.,
2003). No entanto, uma alta frequéncia de primo-infectados com anticorpos IgG
contra a PvMSP-1,9 foi observada neste estudo (70%), confirmando a alta
imunogenicidade ja demonstrada anteriormente (SOARES et al., 1997;
RODRIGUES et al.,, 2003; BARBEDO et al., 2007). Esta elevada
imunogenicidade pode estar relacionada ao baixo polimorfismo encontrado nesta
regido da proteina MSP-1 (PUTAPORNTIP et al., 2002; DIAS et al., 2012) e

também pelo fato da MSP-1,9 permanecer ancorada a superficie do parasito
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durante todo o processo de invasdo, aumentando assim sua exposi¢do ao sistema

imune (BLACKMAN et al., 1994).

5.1.2 PvAMA-1

O primeiro estudo avaliando a resposta imune humoral contra a PvAMA-1
na populacdo brasileira, em individuos infectados no Estado do Pard, encontrou
uma frequéncia de respondedores de 85% (RODRIGUES et al., 2005). Outros trés
estudos realizados na regido Amazonica brasileira encontraram uma frequéncia de
respondedores variando de aproximadamente 62 a 73% (BARBEDO et al., 2007,
MUFALO et al., 2008; BUENO et al., 201 1), confirmando assim que esta
proteina ¢ altamente imunogénica em infec¢des naturais por P. vivax. Nossos
resultados foram semelhantes ao destes estudos. A frequéncia de respondedores
contra a PVAMA-1 em Goianésia do Para foi de 67%.

Concordando com os resultados de Rodrigues e colaboradores (2005), nao
houve associacdo entre a frequéncia de respondedores com a idade em nosso
estudo. Morais e colaboradores (2006), avaliando a resposta de anticorpos contra
a PvAMA-1 em individuos expostos de areas endémicas com diferentes niveis de
transmissdo, encontraram maiores niveis de anticorpos e frequéncia de
respondedores nos garimpeiros de Apiacas, no Estado do Mato Grosso, area de
alta transmissdao de malaria. No entanto, ao compararem individuos expostos de
outras areas, ndo encontraram diferencas significativas entre a resposta de
individuos constantemente expostos de Terra Nova do Norte/ MT, com a de
individuos residentes em Belém do Pard, cujo contato com o parasito foi curto e
esporadico. Isto estd de acordo com o fato de ndo termos encontrado associacao
entre a resposta humoral contra a PVAMA-1 e o tempo de residéncia dos pacientes
na area endémica. Por outro lado, quando avaliamos a resposta imune humoral
contra a PvAMA-1 de acordo com o niimero de episddios prévios de maléria, nds
encontramos que tanto a frequéncia de respondedores quanto os niveis de

anticorpos foram menores entre os primo infectados, confirmando estudos
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anteriores que encontraram a mesma associacdo (RODRIGUES et al., 2005;

BARBEDO et al., 2007).

5.1.3 PvDBP

Estudos avaliando a resposta imune contra a PvDBP em areas de alta
endemicidade demonstraram que grande parte dos individuos possuem anticorpos
especificos, € que esta aumenta com a exposi¢do ao parasito e com a idade
(COLE-TOBIAN et al., 2002; VAN-BUSKIRK et al., 2004; CHOOTONG et al.,
2010). Também tem sido demonstrado que anticorpos anti-PvDBP sdo capazes de
bloquear a interacao do ligante com o receptor na superficie dos eritrdcitos, e sdo
associados com reduc¢d@o no risco de infeccdo (KING et al., 2008). Geralmente,
estes anticorpos ndo s3o protetores nas primeiras infec¢des, sendo necessaria
repetida exposi¢do para que se desenvolva imunidade cepa-transcendente (COLE-
TOBIAN et al., 2002). Ja em areas de transmissao instavel, como a Amazodnia
brasileira, a frequéncia de respondedores foi associada com a exposicao, medida
pelo numero de episddios prévios (TRAN et al., 2005; BARBEDO et al., 2007) ou
pelo tempo de residéncia na area endémica (TRAN et al., 2005; SOUZA-SILVA
et al., 2010). Ainda, outro estudo, em um assentamento no Estado do Amazonas,
associou a frequéncia de respondedores com a idade (KANO et al., 2012). No
entanto, a frequéncia de respondedores tem sido bastante varidavel, de 18%
(SOUZA-SILVA et al., 2010) a 65% (CERAVOLO et al., 2005). Souza- Neiras e
colaboradores (2010), avaliaram a resposta de IgG total em individuos infectados
contra a PvMSP-1 (Pv200L), a PvAMA-1 e a PvDBP, e encontraram altas
frequéncias de respondedores paras duas primeiras, enquanto que
aproximadamente metade das amostras ndo continham anticorpos contra a Pv
DBP. Em nosso estudo, nds encontramos uma frequéncia de respondedores de
75,5%, maior do que a anteriormente mencionada em outras areas da Amazonia
brasileira. Este resultado pode ser decorrente do fato, de que, em nosso estudo,
nos avaliamos a resposta de anticorpos contra a proteina PvDBPII, correspondente

apenas a regido Il da PvDBP, diferente da proteina utilizada nos outros estudos na
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populagio brasileira, que abrangem os dominios II a IV (CERAVOLO et al.,
2005; BARBEDO et al., 2007; SOUZA-SILVA et al., 2010; KANO et al., 2012).
A regido Il compreende o ligante funcional da proteina, e tem sido considerado o
principal alvo de anticorpos naturalmente adquiridos. Esta regido ¢ polimorfica,
provavelmente como um mecanismo para evasdo do sistema imune (XAINLI et
al., 2000; NTUMNGTIA et al., 2012). Outra possibilidade para a alta frequéncia de
respondedores encontrada em nosso estudo pode ser devido a baixa variabilidade
de cepas circulantes em Goianésia do Para, hipotese esta que precisa ser
investigada. No entanto, o fato de que, em nosso estudo, os individuos
apresentaram um aumento na resposta de anticorpos ap6s um unico episodio de

malaria, e esta ndo se alterou apds episddios subsequentes reforcam esta ideia.

5.1.4 ICB2-5

Estudos anteriores que compararam a resposta contra proteinas
recombinantes contendo as por¢des N- e C-terminal da PvMSP-1 mostraram que a
por¢do C-terminal da molécula foi a mais imunogénica (SOARES et al., 1997,
NOGUEIRA et al., 2006). Em nosso estudo, tais resultados se confirmaram, uma
vez que a frequéncia de respondedores foi de 83,1% para a MSP-1,9 contra 50,6%
da ICB2-5. De fato, a frequéncia de respondedores contra a ICB2-5 tem sido de
aproximadamente 35% em individuos expostos de diferentes localidades na
Amazonia brasileira (DEL PORTILLO et a,, 1992; SOARES et al.,, 1997;
NOGUEIRA et al., 2006; VERSIANI et al.,, 2012). No entanto, quando a
frequéncia de respondedores foi avaliada apenas em sujeitos infectados com P.
vivax, ela foi de aproximadamente 64% em individuos do Estado do Para, e
aumentou 2,5 vezes em individuos PCR positivos em relagdo a individuos nao
infectados (VERSIANI et al., 2012). Em relacdo a aquisicdo de anticorpos anti-
ICB2-5 quanto a exposi¢do ao parasito, resultados diferentes tem sido relatados.
Enquanto a frequéncia de respondedores ndo foi associada com o tempo de
residéncia, nem com o nimero de maldria prévias em alguns estudos (DEL

PORTILLO et al., 1992; SOARES et al., 1997; SOARES et al., 1999a), ela
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aumentou de acordo com a idade e o tempo de residéncia na area endémica em
outros (SOARES et al., 1999a; NOGUEIRA et al., 2006). Em nosso estudo,
constatamos que a frequéncia de respondedores foi significativamente maior entre
os individuos com mais de 40 anos comparados aqueles com menos de 20 anos.

Com os resultados de IgG total contra a ICB2-5, nos avaliamos a
prevaléncia e magnitude da resposta de cada subclasse de IgG de 90 individuos
positivos para IgG total. Além disso, investigamos a resposta de IgM de 173
individuos. Em nosso estudo, noés encontramos uma baixa frequéncia de
respondedores para IgM, de 28,3%. Este resultado ¢ diferente do encontrado por
Soares e colaboradores (1999a), cuja frequéncia foi de 60% entre os individuos
infectados, independente se estes haviam tido varidveis numeros de episddios
prévios de malaria. Nos avaliamos se os individuos que nao responderam para
IgG total contra a ICB2-5 apresentavam IgM mais frequentemente do que para os
que responderam, o que poderia indicar um atraso na troca de IgM para IgG, fato
que tem sido sugerido para a MSP-1,9 (SOARES et al., 1999a; RODRIGUES et
al., 2003). No entanto, nenhuma diferenga significativa foi encontrada.

Em relagdo as subclasses de IgG, verificou-se que para a ICB2-5, IgG1 foi
a subclasse predominante, tanto em termos de frequéncia como em magnitude. Ja
as subclasses IgG3 e IgG4 foram encontradas em menores proporgdes.
Curiosamente, trabalhos anteriores encontraram predominio da subclasse 1gG3
(SOARES et al.,, 1999a; NOGUEIRA et al., 2006; VERSIANI et al., 2012).
Apesar de ainda ndo haver consenso sobre o papel das subclasses na protecao
clinica, tem sido sugerido que apenas as subclasses citofilicas, IgG1 e 1gG3, sao
protetoras (BOUHAROUN-TAYOUN e DRUILHE, 1992). Dois estudos
longitudinais, um em Portuchuello, nas proximidades de Porto Velho, e outro em
uma comunidade do Rio Pardo, no Estado do Amazonas, observaram que
anticorpos contra a ICB2-5 foram associados com prote¢do clinica a malaria
causada pelo P. vivax e que anticorpos IgG3 foram detectados em todos os
individuos assintomaticos, enquanto que a maioria dos pacientes sintomaticos nao
apresentavam IgG3 (NOGUEIRA et al., 2006; VERSIANI et al., 2012). Caso tais

resultados possam ser extrapolados para Goianésia do Pard, localidade de nosso
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estudo, o fato de termos realizado coleta passiva de pacientes que apresentavam
sintomas poderia explicar a baixa frequéncia de respondedores para a IgG3.
Alguns estudos também demonstraram que a subclasse [gG2 pode estar associada
a prote¢do. Deloron e colaboradores (1997) mostraram uma associagao entre altos
niveis de IgG2 e baixo risco de adquirir infec¢do pelo P. falciparum. Esta
associagdo pode estar ligada a polimorfismos no gene do receptor FcyRIIA. O
polimorfismo H131 permite a ligagdo da fracdo F. de IgG2 ao receptor,
conferindo assim capacidade citofilica a anticorpos IgG2 (WARMERDAM et al.,
1991). Leoratti e colaboradores (2008) encontraram maiores niveis de IgG2 em
individuos assintomaticos apresentando o polimorfismo H131. Apesar do desenho
realizado em nosso estudo ndo permitir associar a prevaléncia e niveis de
anticorpos com protecdo clinica, ndés notamos maiores niveis de IgG2 em

individuos que relataram ter tido menos casos de malaria.

5.2 Polimorfismos e a resposta de anticorpos

Frequentemente sdo observadas associagcdes entre polimorfismos e
determinados tracos que ndo sdo confirmados em outros estudos, devido,
principalmente, a composi¢do étnica da popula¢do estudada. Diferencas nas
frequéncias alélicas entre grupos étnicos distintos podem influenciar as
conclusoes de estudos de associacdo. Neste trabalho, tentou se evitar esses efeitos
ao caracterizar a populacdo em relacdo a ancestralidade com o auxilio de AIMs,
conforme discutido no artigo apresentado no Anexo II. Dessa forma, durante as
andlises estatisticas que buscavam associa¢des entre a resposta imune com o0s
polimorfismos estudados, os valores obtidos de ancestralidade foram empregados
como covariaveis.

Nos encontramos associagdo do SNP CD28 -372G>A com a resposta de
anticorpos. Uma associa¢do negativa foi encontrada com o genétipo GA (OR =
0,32) e a prevaléncia de anticorpos contra a PvDBP. Além disso, individuos
possuindo o alelo 4 apresentaram 4 vezes mais chance de possuirem anticorpos

IgM contra a ICB2-5. Este SNP tem sido pouco avaliado em estudos de
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associagdo, ¢ dois estudos deste SNP com esclerose multipla (TEUSCH et al.,
2004) e com pénfigo folidceo (DALLA-COSTA et al., 2010) ndo encontraram
associacdo. Em modelos murinos, camundongos knockout para o gene CD28
produziram menos anticorpos IgG contra proteinas do P. chabaudi. Além disso,
IgM foi o anticorpo predominante nestes camundongos, sugerindo assim um
importante papel desta molécula na troca de anticorpos (RUMMEL et al., 2004).
Assim, nds levantamos a hipotese que o alelo 4 para o SNP CD28 -372G>A possa
ou diminuir a produ¢do da molécula CD28, ou estar em desequilibrio de ligagao
com outro alelo funcional. No entanto, apesar deste SNP se localizar na regido
promotora do gene, com possiveis implicagdes funcionais, um estudo realizado
por Almeida e Petzl-Erler (2013) ndo encontrou qualquer efeito deste SNP na
expressao do gene.

Outro SNP que foi associado com diferencas significativas na prevaléncia
de respondedores contra a DBP foi o ICOS +1564T>C. Individuos possuindo o
alelo C apresentaram um OR de 0,36 de chance de apresentar anticorpos
comparados aos individuos 77. Nao ha estudos anteriores avaliando a influéncia
desta proteina na malaria. No entanto, dois estudos ja demonstraram associacao
deste SNP com pré-eclampsia (PENDELOSKI et al., 2011) e alteragdes em
transplantados renal (HAIMILA et al., 2009). O fato desta molécula estar
relacionada a produgdo de interleucinas tais como a IL-4 e a IL-10, bem como na
formagdo de centros germinativos e células B de memoria (SIMPSON et al.,
2010) poderia justificar o possivel envolvimento do SNP ICOS +15647>C na
alteracdo da producdo de anticorpos relatada neste estudo. Camundongos
knockout para o gene ICOS produziram niveis reduzidos de algumas subclasses de
IgG comparados a camundongos selvagens (MARK et al., 2013).

Um estudo realizado por nosso grupo no municipio de Macapa avaliou
diferengas na frequéncia dos SNPs CD40 — IC>T, CD40L — 726T>C e BLYS -
871C>T entre individuos infectados com P. vivax e individuos controle e
nenhuma associagcdo foi encontrada (CAPOBIANCO et al., 2013). Além disso,
um subgrupo de individuos cuja sorologia para algumas proteinas estava

disponivel foi avaliado em relagdo a frequéncia de respondedores diante destes
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polimorfismos e novamente nenhuma associacdo foi encontrada. No entanto, ¢
importante ressaltar que o tamanho amostral deste subgrupo era pequeno,
composto por aproximadamente 50 amostras, dificultando assim o
estabelecimento de qualquer relacdo estatistica. No presente trabalho, n6s optamos
por avaliar estes mesmos polimorfismos e associa¢do foi encontrada com os SNPs
CD40 -1C>T e CD40L -726T>C. Individuos apresentando o alelo 7 para o SNP
CD40L -726T>C apresentou aproximadamente 3 vezes mais chance de possuir
anticorpos contra a DBP comparado aos individuos possuindo apenas o alelo C.
Em relagdo ao SNP CD40 -1C>T, individuos com o genotipo CT apresentaram
menores niveis de anticorpos contra a MSP-19 em relagdo aos outros genétipos.
Este SNP se localiza na regido promotora, e ja foi relatado que o alelo 7 ¢
responsavel por uma redugdo de 15 a 30% na expressao de CD40 (JACOBSON et
al., 2005). De fato, esta via coestimulatéria parece estar envolvida na resposta
imune humoral. A producdo de anticorpos contra proteinas recombinantes de P.
falciparum por PBMCs de individuos residentes em areas de malaria holo- ou
mesoendémicas foi avaliada in vitro, e observou-se que a propor¢dao de
respondedores contra algumas proteinas, incluindo a MSP-1,9 foi aumentada
quando a coestimulagdo com sCD40L foi fornecida (GARRAUD et al., 2002). O
SNP CD40 -1C>T também vem sendo investigado em associagdes com malaria
grave por P. falciparum, e resultados diferentes sdo observados de acordo com o
fendtipo e/ ou a populacdo estudada. Enquanto o alelo C foi associado com
prote¢do a malaria cerebral e anemia severa em Gambia (SABET et al., 2002),
mulheres com o gendtipo CC foram associadas com sindrome da angustia
respiratoria aguda na Tanzania (MANJURANO et al., 2012).

Individuos apresentando o genotipo 44 para o SNP CD86 +1057
apresentaram maiores niveis de IgG contra a MSP-1,9, em comparagdo com os
outros genoétipos. Este SNP foi associado a diferentes tipos de cancer na
populagdo asiatica (PAN et al., 2010; WANG et al., 2011; XIANG et al., 2012) e
com pénfigo foliaceo na populacao brasileira (DALLA-COSTA et al., 2010). Em
modelos murinos de maléria, CD86 parece estar envolvido na diferenciacao da

resposta para Th2. O bloqueio desta molécula inibiu a producdo de IL-4 e foi
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associado com diminuicdo da producdo de IgGl (TAYLOR-ROBINSON e
SMITH, 1999). Dessa forma, caso os individuos com o genotipo A4 apresentem
aumento na expressao da molécula durante a infecgdo, isto poderia justificar a
maior producao de anticorpos IgG contra a MSP-1,9 encontrada neste estudo.

O haplotipo representa uma situa¢do na qual uma determinada combinagao
de alelos se encontra numa frequéncia diferente da esperada caso estes alelos
estivessem associados aleatoriamente e em equilibrio. No presente estudo, houve
desequilibrio de ligacao absoluto (D’ = 1) apenas entre os SNPs CD28 -372G>A4 ¢
CD28 +17T>C e entre os SNPs CD28 -372G>A4 e CTLA4 -318C>T e variou de
entre os demais SNPs, conforme demonstrado no artigo apresentado no Anexo II.
Tal fato nos levou a avaliar a associagdo entre os haplotipos com a resposta imune
e as Unicas associagdes estatisticamente significantes encontradas se referem a
produgdo da subclasse IgG4 contra a proteina ICB2-5. O haplotipo ATCGT foi
associado com redugdo de 49% na producdo de IgG4 comparado ao haplétipo
mais frequente (GTCGT), enquanto que o haplotipo GTCAC foi associado com
um aumento de aproximadamente 14% nos niveis de IgG4. Curiosamente, um
estudo conduzido por Duah e colaboradores (2009) avaliou a influéncia genética
na aquisi¢ao de isotipos e subclasses de anticorpos contra algumas proteinas de
estagio sanguineo do P. falciparum, e estes autores concluiram que o componente
genético influencia, principalmente, os niveis de anticorpos IgG4. Ao excluirem o
papel de genes HLA como responsaveis por esta influéncia genética, os autores
levantaram hipdteses de que polimorfismos na regido cromossdmica 5q31—q33
possam ser os responsaveis por esta variagdo, uma vez que os genes das
interleucinas responsaveis pela producdo de IgG4, tais como IL-4 e IL-13 se
localizam nesta regido. Nossos resultados ndo excluem esta possibilidade, mas
também apontam sobre a regido cromossdmica 2q33, que contem os genes CD28,
CTLA4 e ICOS como um importante componente da regulacdo de IgG4 contra

proteinas de estagio sanguineo do Plasmodium.
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5.3 Consideracdes finais

Um aspecto importante deste trabalho refere-se as caracteristicas étnicas
de nossa populagdo. Os individuos participantes deste estudo apresentaram uma
esperada composicdo genética caracteristicos de uma origem tri-hibrida (africana,
amerindia e europeia). Devido ao fato da frequéncia de determinados alelos variar
entre populacdes continentais, ¢ importante considerar a estruturagdo genética em
estudos de associagao em populagdes miscigenadas (FOULKES, 2009). Aqui, nds
empregamos 48 AIMs previamente padronizados (SANTOS et al., 2010) com o
objetivo de evitarmos associagdes espurias. O artigo apresentado no Anexo II
mostra o impacto da miscigenacdo da populacdo brasileira na distribui¢do dos
polimorfismos avaliados neste estudo. Associagdo significativa foi encontrada
com os SNPs ICOS +1564T>C, CD40L -726T>C e CD86 +1057G>A e
ancestralidade genomica.

Ao nosso conhecimento, este ¢ o primeiro estudo de associagdo genética
envolvendo polimorfismos em genes coestimulatorios com a resposta imune
humoral contra o P. vivax. Varios genes que apresentaram associagdo na nossa
populagdo ja tinham sido estudados em outras populagdes, principalmente com
doencas autoimunes e cancer. E importante ressaltar que apesar de alguns
polimorfismos terem sido associados coma resposta imune contra o P. vivax,
nenhum deles foi associados com a parasitemia. Apesar de alguns trabalhos terem
demonstrado a capacidade de anticorpos contra proteinas do parasito em inibir o
desenvolvimento do parasito, ainda ndo est4 claro a associacdo de anticorpos com
a parasitemia em infecgdes naturais (revisto em MUELLER et al., 2013). Nossos
resultados sugerem novas investigagdes sobre as possiveis implicagdes funcionais
dos polimorfismos no desenvolvimento da resposta imune, mais especificamente

daqueles em que associacdes significativas foram encontradas.
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6. Conclusoes

1.

A resposta imune humoral contra as proteinas de estagio sanguineo do P.
vivax foram associados com os polimorfismos de genes coestimulatorios:
a) A frequéncia de respondedores para IgG total contra a PvDBP foi
associada com polimorfismos nos genes CD40L, CD28 e ICOS; b) Os
niveis de anticorpos de IgG total contra a PvMSP-1,9 foram associados
com polimorfismos nos genes CD40 e CDS86; c) A frequéncia de
respondedores para I[gM contra a ICB2-5 foi associada com o SNP no gene
CD28; d) Os niveis de IgG4 contra a ICB2-5 foi associada com haplotipos
entre os polimorfismos dos genes CD28, CTLA4 e ICOS.

As frequéncias dos SNPs ICOS +1564T>C, CD40L -726T>C e CD86
+1057G>A sofrem influéncia da ancestralidade genomica.

Os polimorfismos avaliados neste estudo ndo foram associados com a
parasitemia por P. vivax.

A frequéncia de respondedores para IgG total contra a PvMSP-1,,
PvDBP, PvAMA-1 e IgG2 contra a ICB2-5 foi associada com o niimero
de episodios prévios de maléaria. A frequéncia de respondedores para IgG

total contra a ICB2-5 foi associada com a idade.
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Abstract

Co-stimulatory molecules are essential in the orchestration of immune
response and polymorphisms in their genes are associated with various diseases.
However, in the case of variable allele frequencies among continental populations,
this variation can lead to biases in genetic studies conducted in admixed
populations such as those from Brazil. The aim of this study was to evaluate the
influence of genomic ancestry on distributions of co-stimulatory genes
polymorphisms in an admixed Brazilian population. A total of unrelated 266
individuals from the north of Brazil participated in this study. Nine single
nucleotide polymorphisms (SNPs) in 7 genes (CD28, CTLA4, ICOS, CDS&6,
CD40, CD40L e BLYS) were determined by Polymerase Chain Reaction-
Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP). We also investigated
48 insertion/deletion ancestry markers to characterize individual African,
European and Amerindian ancestry proportions in the samples. The genomic
ancestry analysis showed that the main contribution was European (43.9%) but
also a significant contribution of African (31.6%) and Amerindian (24.5%)
ancestry. /ICOS, CD40L and CD86 polymorphisms were associated with genomic
ancestry. However there were no significant differences in the proportions of
ancestry for the other SNPs and haplotypes studied. Our findings reinforce the
need to apply AIMs in genetic association studies involving these polymorphisms

in the Brazilian population.

Keywords: admixture population, ancestry markers, co-stimulatory genes,

immunogenetics, polymorphism

Introduction

The development of an immune response depends on a complex network
of cells and is essential to protect humans against infectious agents and the
appearance of autoimmune diseases and tumors. T cells have a critical role in the

development of the immune response however these cells require two independent
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signals for them to become completely activated. The first signal is triggered by
the binding of the T cell receptor (TCR) to an antigenic peptide presented by a
major histocompatibility complex molecule (MHC). The second signal is
provided by co-stimulatory molecules; the binding of the CD28 receptor to CD80
and CD86 molecules is essential for the activation of T cells (1). However,
another molecule called CTLA-4 can also bind to CD80 and CD86 molecules
which, instead to providing a positive stimulation, exert a regulatory role by
reducing the generated response. This process is crucial for homeostasis and
immune tolerance (2). Another stimulatory receptor expressed on the surface of T
cells is called ICOS; the gene of this molecule is located close to the CD28 and
CTLA4 genes in the 2q33 chromosomal region. The interactions between B cells
and activated T cells, mediated by CD40/CD40L signaling, also indirectly acts on
T cell activation, but this signaling pathway is critical to B lymphocyte activation
and so, in the development of the humoral immune response. Another molecule,
BLYS, expressed on the surface of T cells and also in soluble form, modulates the
survival and proliferation of B cells through three different receptors: BR3, TACI
and BCMA (3).

An adequate immune response must maintain a balance between the ability
to respond to infectious agents and to suppress autoimmunity. Thus,
polymorphisms associated with the modulation of gene expression of co-
stimulatory molecules can influence the development of several diseases. In recent
years, several studies have investigated associations between autoimmune
diseases and the 2q33 region, mainly focusing on C7TLA4 gene polymorphisms
(4). Two single nucleotide polymorphisms (SNPs) in this gene, one located in the
promoter region (-3/8C>T) and the other located in exon 1 (+494>G) have been
associated with various diseases. The latter has previously been shown to have a
functional effect on the expression of CTLA-4 (5). The diseases associated with
these two SNPs in different ethnic groups include type 1 diabetes (6), Henoch-
Schonlein Purpura (7), Graves' disease (8), rheumatoid arthritis (9), pemphigus
foliaceus (10), systemic sclerosis (11) and systemic lupus erythematosus (12, 13).

Little is known about the functional role of other polymorphisms in the 2q33
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region. One SNP, +177>C, in the third intron of the CD28 gene, is located close
to a splicing site and so it is suggested that this polymorphism may affect the
expression of the molecule; it has been associated with some types of cancer (14,
15) and rheumatoid arthritis (16). Teutsch et al. (17) detected another
polymorphism with a substitution of guanine for adenine at position -372 in the
promoter region of the CD28 gene in Australians. Even though these authors
suggested possible implications of this SNP on gene expression this
polymorphism has not been investigated in other populations with the exception
of one study in Brazil (18). Another SNP which has been poorly investigated is
the +15647>C polymorphism in the ICOS gene; allele frequencies are only
available for Europeans (in particular Scandinavians) (19, 20) and Brazilians (21,
22). The +1057G>A polymorphism in the CD86 gene has been extensively
studied in Asians. This SNP, located in exon 8, causes a substitution of alanine for
threonine and has been associated with asthma (23), colorectal cancer (24) and
osteosarcoma (25).

Recently, after recognizing that B cells as well as T cells may be important
in the development of autoimmune diseases, polymorphisms in genes that
participate in the co-stimulation of these cells have started to be investigated. Of
these, the most studied polymorphism, the -/C>7 SNP in the CD40 gene, has
been investigated in some diseases, including multiple sclerosis (26), non-
Hodgkin lymphoma (27), Crohn's disease (28), osteoporosis (29) and Behcet's
syndrome (30). The -7267>C polymorphism in the CD40L gene located on X
chromosome has been studied almost exclusively in African populations due to its
association with the most severe forms of malaria falciparum (31, 32). In respect
to the BLYS gene, the -871C>T polymorphism has been associated with systemic
lupus erythematosus (33) and idiopathic thrombocytopenic purpura (34).

Although several studies have shown associations between polymorphisms
in co-stimulatory genes and diseases, studies in other populations have failed to
reproduce the results. One of the reasons may be due to variable allele frequencies
in different populations, which result in a lack of statistical power. For example,

geographical gradients in the distribution of CTLA4 alleles have been well
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documented (35). Population structure also has been presumed to cause many of
the unreplicated disease-marker associations reported in the literature, particularly
in admixed populations.

Brazil has one of the most diverse populations in the world resulting from
five centuries of interethnic breeding between Europeans, Africans and
Amerindians. It has been shown that due to the intense miscegenation of the
Brazilian population, indicators of physical appearance, such as skin color, are
poor indicators of genomic ancestry (36 — 38). Some studies have shown that the
distribution of pharmacogenetic polymorphisms in the Brazilian population is best
characterized using ancestry informative markers (AIMs) instead of self-
declaration of ethnicity (39 — 41). In fact, nowadays it is recognized that ethnicity
can be better studied with AIMs, which enable a better understanding of the
relationship between the various ethnic components and the variability of these
co-stimulatory genes. Thus, the objective of the present study was to describe the
allele frequencies of nine SNPs distributed across seven co-stimulatory genes
(CD28, CTLA4, ICOS, CD86, CD40, CD40L and BLYS) and assess the impact of
Brazilian population admixture on the distribution of these polymorphisms using

AlMs.

Material and Methods

Sample

The sample of this study was composed of 273 (175 men and 91 women)
unrelated subjects from the town of Goianésia do Para (03° 50° 33 S; 49° 05 49~
W), located in the southeastern region of the State of Para in the north of Brazil.
All the participants signed informed consent forms. The project was approved by
the Research Ethics Committee of the Medicine School in Sdo José do Rio Preto
(FAMERP 45992011). The DNA was extracted from peripheral blood samples
using the Easy-DNA™ extraction kit (Invitrogen, California, USA).

Genotyping
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The following SNPs were genotyped by polymerase chain reaction-
restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP): -372G>A4 (1rs35593994)
and +7177>C (rs3116496) in the CD28 gene, -318C>T (rs5742909) and +494>G
(rs231775) in the CTLA4 gene, +1564T>C (rs4675378) in the ICOS gene,
+1057G>A (rs4404254) in the CD86 gene, -726T>C (rs3092945) in the CD40L
gene, -/C>T (rs1883832) in the CD40 gene and -871C>T (rs9514828) in the
BLYS gene. All PCR reactions were performed in a final volume of 25 pL
containing 1x Buffer (20 mM Tris-HCI pH 8.4, 50 mM KCl), 1.5 mM MgCl,, 0.2
mM of each ANTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0.4 pmol of each primer and 0.5
U of Tag DNA Polymerase Platinum (Invitrogen, S3o Paulo, Brazil).
Amplifications were made in a MasterCycler DNA thermal cycler (Eppendorf,
Hamburg, Germany) under the following conditions: an initial step of 5 minutes at
94°C, 35 cycles of 30 seconds at 94°C, 30 seconds at an annealing temperature
depending on the primer and 1 minute at 72°C, and a final step of 10 minutes at
72°C. The sequences of the primers as well as the annealing temperatures used in
each reaction are shown in Table 1. The amplification products were viewed in
agarose gel after staining with 2% GelRed™ (Biotium, Hayward, USA) and were
digested using enzymes of the Fermentas company (Vilnius, Lithuania) according
to manufacturer's instructions. The enzymes used, as well as the size of the
fragments resulting from the digestion of each polymorphism are shown in Table
1. The digestion products were stained with 2.5% GelRed™ (Biotium, Hayward,
USA) and viewed in agarose gel with the exception of the CD40 -1C>T and
CTLA4 -318C>T polymorphisms, which were viewed in 12.5% polyacrylamide

gel after staining with ethidium bromide.

Determination of ancestry

Genotyping to determine ancestry was carried out using 48 INDEL-type
markers (insertion/deletion) that have been standardized and validated (42). The
markers were selected employing two main criteria: significant differences in
allele frequencies between Africans, Europeans and/or Amerindians (> 40%) and

located on different chromosomes or in distant physical regions when on the same
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chromosome. The PCR reactions were carried out on three multiplex systems,
each one containing 16 pairs of fluorescent-labeled primers. Electrophoresis was
carried out in an automatic sequencer (ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer:
Applied Biosystems). The sequences of the primers as well as the conditions of

cycling and of capillary electrophoresis are described by Santos et al. (42).

Statistical analysis

The program Structure version 2.3.4
(http://pritch.bsd.uchicago.edu/software.html) was used to estimate the individual
interethnic admixture. Allele and genotype frequencies for each variant were
obtained using the genetics package (43). Using this package, deviations from
Hardy-Weinberg equilibrium were evaluated by the Chi-square test and the
linkage disequilibrium between pairs of loci was analyzed using parameter D’.
Haplotype frequencies were estimated by the maximum likelihood method which
uses the expectation-maximization algorithm which is part of the haplo.stats
package (44). Analysis of variance (ANOVA) and Student's t test were used to
test differences in the proportions of each of the ancestries between different
genotypes. A binary logistic regression model was built to graphically explore the
association of polymorphisms with individual estimated ancestry using the
ggplot2 package (45). All packages were implemented employing the R computer
program, version 2.11.1 (http: www.r-project.org). P-values < 0.05 were

considered statistically significant.

Results

Distribution of polymorphisms according to ancestry

The genotype frequencies of the nine SNPs studied are shown in Table 2.
All polymorphisms are in Hardy-Weinberg equilibrium. Allele frequencies found
in the current study, as well as in other geographical populations are presented in

Table 3.
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Variance analysis used to test the difference of each ancestry between the
different genotypes demonstrated that the mean proportions of African ancestry
differed significantly between the genotypes of the +7/5647>C SNP in the /COS
gene (p-value = 0.003). The Tukey post hoc test indicated that the mean African
ancestry was higher for the CC genotype than for the 7C (p-value = 0.01) and 77
genotypes (p-value = 0.002). As the CD40L gene is on the X chromosome,
analyses of the -7267>C SNP in this gene were performed separately for men and
women. The mean proportion of African ancestry was higher in men with the C
allele than those with the T allele (p-value = 0.02). Moreover, men with the T
allele had a higher average proportion of European ancestry compared to men
with the C allele (p-value = 0.008). There were no significant differences in the
proportions of ancestry for the other SNPs studied (Table 2).

The population was divided into four quartiles according to the proportion
of ancestry (< 0.25; 0.25-0.50; 0.50-0.75; > 0.75) and the allele frequencies of all
the SNPs were determined for each quartile. The Chi-square test for trend
identified a significant decrease in the frequency of the -7267T allele of the CD40L
gene parallel to the increase in African ancestry (p-value = 0.01) and a significant
increase in the frequency of this allele together with increases in European
ancestry (p-value = 0.007). In relation to the +7564T allele of the ICOS gene,
there was a significant decrease in the frequency of this allele as African ancestry
increased (p-value < 0.00001).

Binary logistic regression, using the generalized linear model and
implemented in the program R, was employed to graphically explore the
association between polymorphisms and ancestry. The results, presented in Figure
1, show that the chance of having at least one T allele for the -726 SNP of the
CD40L gene continuously decreases as African ancestry increases (p-value =
0.008). Furthermore, the chance of having this allele increases as the European
ancestry increases (p-value = 0.01). In relation to the +7/5647>C SNP in the ICOS
gene, the chance of having the T allele decreases as African ancestry increases (p-
value = 0.001). The chance of an individual having the +70574 allele in the CD86

gene increases as the European ancestry increases (p-value = 0.02).
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Linkage disequilibrium and haplotypes

Linkage disequilibrium were evaluated using the statistical parameter D’,
between all pairs of SNPs in the CD28, CTLA4 and ICOS genes located in the
chromosome 2q33 region. There was absolute linkage disequilibrium (D’) only
between the CD28 -372G>A and CD28 +177>C SNPs and between the CD28 -
372G>A and CTLA4 -318C>T SNPs. The value of D’ varied for the other pairs of
SNPs (Table 3).

Eighteen haplotypes of the CD28, CTLA4 and ICOS genes were found in
the study sample with frequencies ranging from 0.002 to 0.194 (Table 4). The
haplo.stats computer program whose function haplo.score generates a score for
each haplotype (hap.score), as well as a p-value for each hap.score was used to
assess whether a given haplotype is associated with differences in the proportions
of ancestry. A positive/negative score for a given haplotype suggest that the
haplotype is associated with an increase/decrease in ancestry. Only haplotypes
with frequencies higher than 0.01 were included in the analysis. The GTCGT,
GTCGC and ATCGC haplotypes had significant associations with African
ancestry, and the GTCGT haplotype presented a significant association with
European ancestry. However, when the Bonferroni correction was applied

(corrected p-value < 0.004), these differences were no longer significant.

Estimate of ancestry

The genotypes of the sample population from Goianésia do Pard and
parental populations (Europeans, Africans and Amerindians) were analyzed
together, assuming K = 3. The analysis showed that the study sample is composed
of individuals who possess an average of 43.9% European ancestry (ranging from
16.2% to 70.5%), 31.6% African (ranging from 11.4% to 66.4%) and 24.5%

Amerindian (ranging from 8.3% to 57.3%). The results are shown in Figure 2.

Discussion
Several studies on the genomic ancestry of the Brazilian population

corroborate historical data of a tri-hybrid parental composition (Europeans,
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Africans and Amerindians) (37, 42, 52, 53). Analysis using AIMs demonstrates
that the population of Goianésia do Para, a town located in the north of Brazil,
presents greater contribution from European ancestry (43.9%), and smaller, albeit
significant, contributions from African and Amerindian ancestries (31.6% and
24.5%, respectively). These values are similar to other Brazilian populations,
although the proportion of African ancestry in this study was higher than other
populations of the northern region of Brazil with contributions ranging from 12 to
25% (42, 54 — 56). This variation might be explained by the large presence of
individuals from the northeastern region of Brazil in the studied population, where
the contribution of African ancestry is admittedly greater than in other regions of
Brazil (37, 57).

Nine polymorphisms in seven co-stimulatory genes (CD28, CTLA4, ICOS,
CD86, CD40, CD40L and BLYS) were analyzed in this study; we evaluated the
impact of the Brazilian population admixture on the distribution of these
polymorphisms. We report a significant decrease in the frequency of the /COS
+1564T allele with increasing African ancestry. Although there is no information
available about the frequency of this allele in African populations, the frequency
of the T allele found in this study was lower than in two Northern Europe
populations (20, 58). This difference probably reflects the substantial African
contribution in the sample of the current study. The CD40L -726T>C SNP is also
significantly associated with ancestry; the 7 allele frequency has a reverse
relationship with African ancestry and its frequency increases with the increase in
European ancestry. These observations are consistent with data from HapMap,
which show a lower prevalence of this allele in African populations compared to
Europeans, specifically Italians, who were the second largest source of Brazilian
immigration.

Using a logistic regression model, we showed that the chance of an
individual possessing the CD86 +1057A allele is enhanced with the increase in
European ancestry. This polymorphism has often been assessed in studies of
associations with autoimmune diseases and cancer in Asian populations (59 — 62),

but information about the frequency of this SNP in other populations are scarce.
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Our results are in accordance with data available from HapMap, which report a
higher frequency of the allele in the European population compared to an African
population. Beltrame et al. (48) evaluated this polymorphism in populations of
different ancestries and found that the G allele is more common, with the
exception of the Japanese population, where an inversion of the allele frequencies
exists with the A4 allele being the most prevalent. As some Amerindian groups
have lower frequencies of the A allele, the authors suggest that this change in
allele frequencies occurred recently on the Asian continent. Although the
frequency of the allele is lower in Amerindian populations, we found no
significant association in respect to this allele with Amerindian ancestry.

We found no association of ancestry with the other evaluated SNPs.
Previous studies on the Brazilian population compared allele frequencies of
polymorphisms between Euro-and Afro-Brazilians (Table 3). Differences were
only found with the CD28 +177>C and CD40 -1C>T SNPs (21, 49); this is not in
accordance with our results. These differences may be due to the fact that in these
studies, the classification of Euro- and Afro-Brazilians was performed using
morphological features and/or self-declaration of ethnicity, indicators that have
been demonstrated as poor to describe genomic ancestry (36 — 38). However,
differences in allele frequencies of these two SNPs, as well as the BLYS -871C>T
SNP are evident when the HapMap data are assessed. Hence, it is possible that
these populations differ in their allele frequencies compared to the parental
populations that formed the population of Goianésia do Para, which could thus
explain the absence of any association of these polymorphisms with ancestry in
our study.

The tests of associations between ancestry and haplotypes showed no
significant effect of the stratification of the population on the distribution of
haplotypes. This corroborates the study of Pincerati et al. (18), who also found no
significant differences in the frequencies in the haplotype frequencies of the CD28
and CTLA4 genes between Euro- and Afro-Brazilians. Although Butty et al. (63)
demonstrated differences in the distribution of haplotypes of the CD28, CTLA4

and /COS genes between different geographical populations, the intense process
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of miscegenation of the Brazilian population may have eliminated patterns of
linkage disequilibrium in parental populations and changed the haplotype
frequencies. Previous studies on the haplotype diversity of other genes have
shown differences in haplotype frequencies between the Brazilian population and
other populations, including Europeans and Africans (64, 65).

Information on genotype and allele frequencies, as well as estimates of
haplotype frequencies and their associations with the levels of ancestry are
fundamental in mixed populations, since the population structure can lead to
spurious results in genetic association studies. In this study we describe the
association of SNPs in co-stimulatory genes with ancestry in the Brazilian
population. Our findings reinforce the need to apply AIMs in genetic association

studies involving these polymorphisms in the Brazilian population.
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Table 1 Location of SNPs, primers, annealing temperatures, restriction enzymes used for genotyping and length of fragments resulting from PCR-RFLP

Chromosome Primer Primer Annealing Restriction Fragments length
SNP region Location 5°-3’ (forward) 5°-3’ (reverse) temperature enxyme (pb)
O
CD28 -372G>4 2q33 204570826 TTCTCATTCTGTTGCCCTGGC CACCATCCCCTTAGGGCACAT 62 Hinfl G: 468 +78
A: 546
CD28 +17T>C 2q33 204594512 GAAACACCTTTGTCCAAGTC CTCAATGCCTTCTGGGAAATC 52 Acil T: 333
C: 193 + 140
CTLA4 -318C>T 2q33 204732347 GGGATTTAGGAGGACCCTTG GTGCACACACAGAAGGCACT 48 Msel C: 244
T: 179 + 65
CTLA4 +494>G 2q33 204732714 CTGAACACCGCTCCCATAAA CACTGCCTTTGACTGCTGAA 50 Bbvl A:215
G: 159 + 56
ICOS +1564T>C 2q33 204819570 TTACCAAGACTTTAGATGCTTTCTT GAATCTTTCTAGCCAAATCATATTC 55 Alul T: 385+339+99
C:339+289+99 +
96
CD86 +1057G>A 3q21 121838319 CTGTTCCAATGGCAACCTCT GGTTGCCCAGGAACTTACAA 56 CviKI-1 G:79+75+58+54
A: 154 +58 + 54
CD40L -726T>C Xq26 135729609 ATCTTCACAGCAACCTAC CACTAAACTCAATGAAAGCC 56 Lwel T: 251+ 195
C: 446
CD40 -1C>T 20q12-q13.2 44746982 GAAACTCCTGCGCGGTGAAT GAAACTCCTGCGCGGTGAAT 56 Syl C:133+96 +74
T: 207 +96
BLYS -871C>T 13932-q34 108921373 TGGCTCTTGTGTGATCAAGG GCCTGGTCTCAGCTTTTCTG 50 Mbil C: 162 +48
T:210

Chromosome positions were referred to the sequence of NCBI database (GRCh37)
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Table 2 Genotypic frequencies and proportion of the African, European and Amerindian ancestry
according to genotype

Genotypes Frequency (%) African® European” Amerindian®
CD28-372G>A n=273

G/G 46.7 0.309 (0.29-0.33) 0.445 (0.42-0.47) 0.246 (0.23-0.26)
G/A 458 0.320 (0.30-0.34) 0.440 (0.42-0.46) 0.239 (0.22-0.26)
A/A 7.5 0.333 (0.29-0.37) 0.394 (0.35-0.44) 0.273 (0.24-0.31)
p 0.54 0.2 0.33
CD28+17T>C n=273

/T 65.0 0.317 (0.30-0.33) 0.434 (0.42-0.45) 0.248 (0.23-0.26)
T/C 32.0 0.311 (0.29-0.33) 0.453 (0.43-0.48) 0.235 (0.21-0.26)
c/C 3.0 0.349 (0.27-0.42) 0.380 (0.28-0.48) 0.271 (0.18-0.37)
p 0.67 0.2 0.44
CTLA4-318C>T n=271

c/C 0.84 0.317 (0.30-0.33) 0.439 (0.42-0.45) 0.243 (0.23-0.26)
C/T 0.16 0.310 (0.27-0.35) 0.435 (0.39-0.48) 0.255 (0.22-0.29)
p 0.91 0.95 0.93
CTLA4+494>G n=272

A/A 41.0 0.317 (0.30-0.34) 0.432 (0.41-0.45) 0.251 (0.23-0.27)
A/G 49.0 0.313 (0.30-0.33) 0.441 (0.42-0.46) 0.246 (0.23-0.26)
G/G 9.0 0.335 (0.28-0.39) 0.453 (0.40-0.51) 0.212 (0.18-0.23)
p 0.65 0.68 0.17
ICOS+1564T>C n=269

/T 44 .4 0.301 (0.28-0.32) 0.447 (0.42-0.47) 0.252 (0.23-0.27)
17/C 423 0.314 (0.29-0.33) 0.445 (0.42-0.47) 0.240 (0.22-0.26)
c/C 13.3 0.371 (0.33-0.41) 0.394 (0.36-0.43) 0.235 (0.20-0.27)
p 0.003 0.054 0.53
CD86+1057G>4 n=272

G/G 61.9 0.322 (0.30-0.34) 0.426 (0.40-0.44) 0.251 (0.24-0.27)
G/A 34.0 0.301 (0.29-0.33) 0.459 (0.44-0.48) 0.231 (0.21-0.25)
A/A 4.1 0.278 (0.20-0.35) 0.459 (0.36-0.56) 0.263 (0.20-0.32)
p 0.34 0.09 0.2

CD40-1C>T n=272

c/C 73.6 0.319 (0.30-0.33) 0.436 (0.42-0.45) 0.245 (0.23-0.26)
C/T 22.6 0.301 (0.28-0.33) 0.450 (0.42-0.48) 0.241 (0.22-0.27)
/T 3.8 0.301 (0.22-0.40) 0.434 (0.38-0.50) 0.258 (0.21-0.31)
p 0.81 0.72 0.87
BLYS-871C>T n=271

c/C 55.3 0.320 (0.30-0.34) 0.432 (0.41-0.45) 0.248 (0.23-0.26)
C/T 37.9 0.317 (0.30-0.34) 0.447 (0.42-0.47) 0.236 (0.22-0.25)
/T 6.8 0.289 (0.23-0.35) 0.450 (0.38-0.52) 0.261 (0.21-0.31)
p 0.54 0.60 0.47
CD40L-726T>C

Mulheres n=92

/T 78.0 0.300 (0.27-0.33) 0.453 (0.42-0.48) 0.247 (0.23-0.27)
T/C 18.7 0.326 (0.27-0.38) 0.395 (0.34-0.45) 0.279 (0.24-0.32)
c/C 33 0.408 (0.07-0.74) 0.424 (0.18-0.67) 0.169 (0.08-0.23)
p 0.22 0.18 0.10

Homens n=180

T 90.0 0.314 (0.30-0.33) 0.446 (0.43-0.46) 0.240 (0.22-0.26)
C 10.0 0.373 (0.30-0.44) 0.368 (0.30-0.44) 0.259 (0.20-0.32)
p 0.02 0.008 0.42

*Ancestry expressed as mean (95% CI)
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SNP BRZ CEU TSI YRI LWK ASN Euro-BRZ  Afro-BRZ  BRZ (mixed) Reference
(current study) (CHB +JPT)
CD28 -372G>4 0,30 NA NA NA NA NA 0,37 0,33 NA (18)
CD28 +17T>C 0,19 0,17 0,23 0,03 0,02 0,08 0,19 0,15 0,15 (18,21, 22, 46)
0,27° 0,14° 0,16
CTLA4 -318C>T 0,08 0,08 0,06 0 NA 0,11 0,10° 0,09 0,11 (18,21, 47)
0,08" 0,06"
CTLA4 +494>G 0,34 0,39 0,27 0,37 0,47 0,66 0,34 0,37 0,27 (18,21, 22, 46)
0,30° 0,35° 0,32
1ICOS +1564T>C 0,34 NA NA NA NA NA 0,35° 0,35° 0,25 (21,22)
CD86 +1057G>A 0,21 0,30 0,30 0,12 0,14 0,61 0,21¢ 0,20° 0,25 (10, 48)
0,21¢ 0,27¢
CDA40L -726T>C 0,11 NA 0,03 NA 0,29 NA 0,21° 0,30° 0,13 (49, 50)
CD40 -1C>T 0,15 0,24 0,30 0 0,03 0,38 0,25° 0,16° 0,20 (49, 50)
BLYS -871C>T 0,26 0,46 0,53 0,05 0,09 0,45 0,39° 0,32° 0,28 (49 - 51)
0,30

Hapmap populations: CEU = Utah residents with Northern and Western European ancestry; TSI = Toscans in Italy; YRI = Yoruba in Ibadan, Nigeria; LWK =
Luhya in Webuye, Kenya; ASN (Asian from CHB (Han Chinese in Bejing) and JPT (Japanese in Tokyo)). Brazilian population (BRZ). Euro- and Afro-
Brazilians were classified by evaluation of phenotypical features and/or self-reported ancestry in the studies of *(18); °(21); %(10); “(48); °(49). NA = Not

available
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Table 4 Linkage disequilibrium analysis of the chromosome region 2q33 containing the genes
CD28, CTLA4 e ICOS

CD28 -372G>A CD28 +17T>C  CTLA4-318C>T  CTLA4 +49A>G ICOS +1564T>C

CD28 -372G>A 1 1 0,40 0,12
CD28 +17T>C 23686 0,74 0,58 0,11
CTLA4 -318C>T 161521 137835 0,73 0,47
CTLA4 +49A>G 161888 138202 367 0,22
1ICOS +1564T>C 248744 225058 87223 86856

Pairwise estimates of linkage disequilibrium D’ (upper diagonal) and physical distance between
SNPs (in bp) (lower diagonal)
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Table 5 Haplotype frequencies and association with African, European and Amerindian ancestry

African European Amerindian
Haplotype®  Frequency® hap.score® p hap.score® p hap.score® P
GTCGT 0.193 -2.06 0.03 2.18 0.02 -0.29 0.77
GTCAT 0.153 -1.64 0.09 0.46 0.64 1.37 0.17
ATCAT 0.136 -1.13 0.25 0.17 0.85 1.09 0.27
GTCAC 0.102 1.08 0.27 -0.66 0.50 -0.43 0.66
ATCAC 0.098 1.92 0.05 -1.71 0.08 0.01 0.98
GCTAT 0.055 -0.98 0.32 0.03 0.97 1.11 0.26
GTCGC 0.051 2.26 0.02 -1.07 0.28 -1.41 0.15
GCCAT 0.050 1.15 0.24 -0.55 0.58 -0.69 0.48
GCCAC 0.044 -0.29 0.77 0.44 0.65 -0.24 0.80
ATCGT 0.032 0.07 0.93 0.16 0.87 -0.26 0.78
ATCGC 0.027 2.57 0.01 -1.62 0.10 -0.92 0.35
GCCGT 0.024 0.50 0.61 0.62 0.53 -1.30 0.19
GTTAT 0.008 - - - - - -
GCTAC 0.007 - - - - - -
ATTAC 0.006 - - - - - -
ACTGC 0.002 - - - - - -
ATTGC 0.002 - - - - - -
GCCGC 0.002 - - - - - -

*Order of variants in haplotype is as follows CD28 -372G>A, CD28 +17T>C, CTLA4 -318C>T,
CTLA4 +494>G, ICOS +1564T>C

®Estimated frequency of each haplotype in the population

“The score for the haplotype, which is the statistical measurement of association of each specific
haplotype with the trait
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Fig. 1 Fitted logistic regression describing the association between ancestry and polymorphisms.
(a) ICOS +1564T>C. Chance of having a T allele according to African ancestry. (b)
CD86+1057G>A. Chance of having a A4 allele according to European ancestry. (c) CD40L -
726T>C. Chance of having a T allele according to African ancestry and (d) according to European
ancestry. Gray shadows show 95% confidence intervals. Graphics were created using ggplot2 in R.
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Amerindian

African European

Figure 2 Schematic representation of the individual admixture estimates. Each point represents
one individual and the correspondent admixture proportions are indicated by the distance to the
edges of the triangle. European, African and Amerindian correspond to individuals from the

parental populations. The figure was made using Structure v. 2.3.4 software
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ANEXO III

1. Resumos apresentados em Congressos

1.1 Resumo apresentado no American Society of Tropical Medicine and

Hygiene 62* Meeting

Polymorphisms in co-stimulatory genes do not affect Plasmodium vivax

parasite density

Cassiano, G. C.'3, Capobianco, M. P.'3, Furini, A. A. C.!, Storti-Melo, L. M2,
Trindade, P. C. A.3, Tomaz, F. M. M. B.3, Fraga, V. D.3, Conceigao, L. M.3,
Machado, R. L. D.!3

'Universidade Estadual Paulista, S3o José do Rio Preto, Brazil, *Universidade
Federal do Sergipe, Itabaiana, Brazil, *Faculdade de Medicina de Sio José do Rio

Preto, Sdo José do Rio Preto, Brazil. e-mail: gcapatti@hotmail.com

Plasmodium vivax is the most prevalent malaria species in Brazil, representing
more than 80% of clinical cases reported annually from the Amazon region. A
growing body of evidence indicates that the immunity is important in the outcome
of P. vivax infection. Co-stimulation is an important secondary signal that governs
the extent, strength and direction of the immune response that follows. Since
parasite density has been recognized as important factor in the outcome in malaria
infections, we investigated whether polymorphisms in co-stimulatory genes are
associated with P. vivax parasitemia in malaria patients from Brazilian Amazon
Region. The sample included 147 patients infected with P. vivax from Goianésia
do Para, a municipality situated on the southwest of Pard state, Brazil. Nine SNPs

were analyzed by PCR-RFLP in seven co-stimulatory genes (BAFF, CD28,
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CTLA4, CD40, CD40L, CD86 and ICOS). Parasitemia was determined by
counting the number of parasites in 100 separate fields under oil immersion
microscope and converted to the number of parasites per microliter of blood
assuming 8,000 leukocytes/uL. Association between the genotypes and parasite
density was determined by Mann-Whitney test, with level of significance of 0.05,
using R statistical software. All SNPs tested were in Hardy-Weinberg equilibrium.
A trend was noted between the allele C of SNP rs 3116496 in CD28 gene and
lower parasite density, but these trend was not significant (p = 0.1). No significant
association was found between the polymorphisms tested and P. vivax parasite
density. Our results show that the studied polymorphisms do not affect the P.
vivax parasite density. However, due to the obvious importance of co-stimulatory
pathways in malaria, further studies that elucidate the complex host-parasite

interactions could be useful for future vaccine development.

1.2 Resumo apresentado no XLIX Congresso da Sociedade Brasileira de

Medicina Tropical

POLIMORFISMOS EM GENES CO-ESTIMULATORIOS NAO
INFLUENCIAM A RESPOSTA DE ANTICORPOS CONTRA A MSP-19
DO Plasmodium vivax EM INDIVIDUOS NATURALMENTE
INFECTADOS EM UMA AREA ENDEMICA DA AMAZONIA
BRASILEIRA.

GUSTAVO CAPATTI CASSIANO'?, MARCELA PETROLINI
CAPOBIANCO'?, ADRIANA ANTONIA DA CRUZ FURINI', LUCIANE
MORENO STORTI-MELO?, PAMELLA CRISTINA ALVES TRINDADE?,

FRANCIELE MAIRA BATISTA TOMAZ’, MARISTELA GOMES DA
CUNHA*, MARINETE MARINS POVOA®, RICARDO LUIZ DANTAS
MACHADO'”
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"Universidade Estadual Paulista, Sdo José do Rio Preto, Brasil, *Universidade
Federal do Sergipe, Itabaiana, Brasil, *Faculdade de Medicina de Sio José do Rio
Preto, Sdo José do Rio Preto, Brasil, *Universidade Federal do Para, Belém,

Brasil, *Instituto Evandro Chagas, Belém, Brasil. e-mail: gcapatti@hotmail.com

Introduc¢fo: Intimeras evidéncias indicam que a imunidade ¢ importante no
resultado da infeccdo por Plasmodium e um dos principais objetivos dos
imunologistas ¢ entender os motivos pelos quais as pessoas diferem em suas
respostas imunes contra o parasito. Assim, é importante elucidar o componente
genético envolvido na resposta imune naturalmente adquirida contra a maléria. O
objetivo do presente trabalho foi avaliar a influéncia de polimorfismos em genes
co-estimulatoérios na prevaléncia e magnitude de anticorpos contra a MSP-1,9 do
Plasmodium vivax, em individuos naturalmente infectados em uma area endémica
da Amazodnia brasileira. Material e Métodos: A amostra foi constituida por 189
individuos infectados por P. vivax provenientes do municipio de Goianésia do
Para, localizado no sudeste do Estado do Para, Brasil. Nove SNPs foram
analisados por PCR-RFLP em sete genes co-estimulatérios (BAFF, CD28,
CTLA4, CD40, CD40L, CD86 e ICOS). As amostras de plasma foram avaliadas
em duplicata por teste de ELISA para presenca de anticorpos contra a MSP-1,9 do
P. vivax e os resultados foram expressos pelo indice de reatividade (média das
densidades Opticas da amostra/ ponto de corte). As analises estatisticas foram
realizadas utilizando o software R. Diferengas nas médias foram avaliadas por
analise de variancia (ANOVA) e Qui Quadrado. Valores de p menores do que
0,05 foram considerados significativos. Resultados: Todos os SNPs avaliados
estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg. A frequéncia de respondedores contra a
MSP-1,9 do P. vivax foi de 82,5%. Os individuos com o gendtipo TT para o SNP
rs1883832 no gene CD40 ou aqueles apresentando no minimo um alelo A no SNP
rs1129055 no gene CDS86 apresentaram maiores indices de reatividade de
anticorpos, sem associacdo estatisticamente significativa (p = 0,06 e p= 0,08,

respectivamente). Nao houve associacdo significativa entre os genotipos
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estudados e a frequéncia de respondedores. Conclusdo: Apesar dos
polimorfismos estudados j& terem sido implicados como importantes na
resisténcia ou susceptibilidade a diversas doencas auto-imunes, nosso estudo nao
evidenciou uma importante fungdo dos mesmos na aquisi¢do ou niveis de
anticorpos contra a MSP-1,9 do P. vivax na populagdo estudada.

Apoio Financeiro: CNPq

1.3 Resumo apresentado na XIII Reunido Nacional de Malaria

AMERINDIAN ANCESTRY IN A BRAZILIAN POPULATION IS
POSITIVELY CORRELATED WITH ANTIBODY LEVELS TO
PLASMODIUM VIVAX MEROZOITE SURFACE PROTEIN-1,9 KDA

Gustavo C. Cassianol’3, Eduardo J. M. Santosz, Maria H. T. Maiaz, Adriana C.
Furini®, Franciele M. B. Tomaz’, Pamella C. A. Trindade®, Marcela P.
Capobiancol, Andréa L. S. Silva®, Ana Paula G. Castro®, Giselle M. R. Viana®,
Marinete M. P(')V0a4, Maristela G. Cunhaz, Sidney E. B. Santosz, Ricardo L. D.
Machado'*

1.Universidade Estadual Paulista (Unesp); 2.Universidade Federal do Parad
(UFPA); 3.Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto (FAMERP);
4.Instituto Evandro Chagas (IEC)

Introduction: A growing body of evidence indicates that the immunity is
important in the outcome of malaria infection and one of the main goals of
immunologists is to understand why people differ in their immune response to the
parasite. Although some progress has been made in identifying human genetic
factors that influence Plasmodium falciparum antibody response in African
populations, little is known about the factors that participate in humoral immune

response to malaria in admixed populations. The population of Brazil is
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genetically highly heterogeneous, admixed between Europeans, Amerindians, and
Sub-Saharan Africans, as a result of the relatively recent history of encounter.
Objective: In the current study, the effect of Amerindian, European and African
ancestry in antibody levels to P. vivax MSP-1,9 was examined in an admixed
population in Brazil. Material and Methods: Samples were collected of 195 P.
vivax-infected individuals from a Brazilian malaria endemic area (Goianésia do
Pard). IgG antibodies to P. vivax MSP-1;9 were detected by ELISA and 47
INDELs ancestry markers were genotyped to estimate individual ancestry
proportions using STRUCTURE software. Spearman correlation was used to
assess correlation between ethnic ancestry and antibody levels. Results: The
Amerindian ancestry correlated positively with antibody levels (rtho = 0,151, p =
0,03). The African and European ancestry were not correlated with antibody
levels (p = 0,36 and 0,40, respectively). Conclusion: Our results indicate that
Amerindian populations can be more exposed to P. vivax in Brazilian Amazon.

Funding: CNPq
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