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RESUMO

Plasmodium vivax é a espécie mais prevalente de malaria no Brasil. O
processo co-evolutivo parasita-hospedeiro pode ser visto como uma "ferramenta”, na
gual trocas genéticas adaptativas podem influenciar na diversidade da populacéo.
Objetivo: Investigar polimorfismos de genes envolvidos na resposta imune humoral
visando identificar possiveis associacdes com a malaria. Material e Métodos: a
amostra foi constiuida por 103 pacientes com malaria vivax ndo complicada e como
grupo controle 97 individuos ndo-maléricos. A identificagcdo dos SNPs —726T>C no
gene CDA40L, -1 C>T no gene CD40 e -871C>T no gene BLYS foram efetuadas pelo
método de PCR-RFLP. As frequéncias genotipicas, alélicas e de individuos
portadores de cada alelo foram estimadas por contagem direta. Também foram
comparadas as frequéncias genotipicas observadas com as esperadas segundo o
teorema de Hardy e Weinberg. Resultados: As frequéncias genotipicas e alélicas
para esses SNPs nao diferiram estatisticamente entre pacientes e individuos do
grupo controle. A combinacdo dos genotipos entre os genes CD40 e BLYS e entre
CD40L e BLYS néo revelou interacdo génica na populacdo estudada. Nao foi
observada associacdo entre resposta imune humoral e parasitemia nos individuos
malaricos com os polimorfismos dos genes investigados. Ambos 0s genes se
encontram em equilibrio de Hardy e Weinberg. Conclusfes: Os resultados deste
estudo sugerem que as variantes genéticas analisadas nos genes CD40, CD40L e
BLYS ndo afetam a funcionalidade das moléculas de modo que possa interferir na
susceptibilidade a doenca, mas estas variantes podem influenciar o curso clinico em
vez de simplesmente aumentar ou diminuir a susceptibilidade.

Palavras-chave: Plasmodium vivax; Polimorfismos; Maléria; Resposta Imune.



ABSTRACT

Plasmodium vivax is the most prevalent malaria species in Brazil. The parasite-host
coevolutionary process can be viewed as an ‘arms race’, in which adaptive genetic
changes in one are eventually matched by alterations in the other. Objectives:
following the candidate gene approach we analyzed the CD40, CD40L and BLYS
genes that participate in B-cell co-stimulation, for associations with P. vivax malaria.
Methods: the study sample included 97 patients and 103 controls. We extracted DNA
using the extraction and purification commercial kit and identified the following SNPs:
-1C>T in the CD40 gene, —726T>C in the CD40L gene and the -871C>T in the BLyS
gene using PCR-RFLP. We analyzed the genotype and allele frequencies by direct
counting. We also compared the observed with the expected genotype frequencies
using the Hardy-Weinberg Equilibrium. Results: The allele and genotype frequencies
for these SNPs did not differ statistically between patient and control groups. Gene-
gene interactions were not observed between the CD40 and BLYS and between the
CD40L and BLYS genes. Overall, the genes were in Hardy-Weinberg Equilibrium.
Significant differences were not observed among the frequencies of antibody
responses against P. vivax sporozoite and erythrocytic antigens and the CD40 and
BLYS genotypes Conclusions: the results of this study show that, although the
investigated CD40, CD40L and BLYS alleles differ functionally, this variation does
not alter the functionality of the molecules in a way that would interfere in
susceptibility to the disease. Significance: The variants of these genes may influence

the clinical course rather than simply increase or decrease susceptibility.

Keywords: Plasmodium vivax; Polymorphisms; Malaria; Immune Response
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1. INTRODUCAO

1.1Malaria — abordagem geral

A malaria é uma infeccdo de manifestacdo principalmente aguda,
caracterizada clinicamente por ciclos de calafrios, febre alta, sudorese excessiva,
incapacitando e matando mais pessoas que qualquer outra doenca parasitaria no
mundo (HENRY et al.,, 1999; JAIN et al., 2010). Aproximadamente 40% da
populacdo mundial vive em areas passiveis de transmissdo. Segundo a Organizacao
Mundial de Saude (WHO, 2012), 104 paises e territorios possuem areas de risco de
malaria, sendo que estas atingem exatamente as regiées mais pobres do globo, o
gue a torna parte integrante do circulo vicioso pobreza-doenca-pobreza. De acordo
com o Centers for Disease Control and Prevention em 2012 (http://www.cdc.gov), 35
paises, dos quais 30 pertencentes a Africa Subsaariana e 5 na Asia, s3o,
atualmente, os responsaveis por 98% das mortes globais pela doenca, sendo a
quinta causa de morte por doenca infecciosa no mundo e a segunda na Africa.
Embora a grande maioria das mortes causadas por malaria ocorra na Africa, a
doenca encontra-se amplamente distribuida na América Latina, Sudeste Asiatico e
Oceania. Na América, a transmissao ocorre em 22 paises, estimando-se que 137
milhdes de pessoas vivem em areas com distinta intensidade de transmissao, ja que
diferem em caracteristicas sociais, econdmicas e ecolégicas (WHO, 2008). No
Brasil, a Malaria € considerada o maior problema de saude publica nacional, com
aproximadamente 306 mil casos registrados em 2009 (OLIVEIRA-FERREIRA et al.,
2010).

Os parasitos da maldria sdo protozodrios pertencentes ao género
Plasmodium. Atualmente, as cinco espécies reconhecidas infectando o homem sé&o
0 Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium
ovale e, recentemente o Plasmodium knowlesi foi diagnosticado em humanos na
Malasia. Estas espécies sdo diferentes morfologicamente, em suas caracteristicas
imunoldgicas, em suas distribuicbes geograficas, em suas formas de recaidas e

também, em suas respostas a drogas disponiveis para o tratamento (MUELLER et
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al., 2009; HEDRICK, 2011). Dos conhecidos parasitos da malaria humana, somente
o P. falciparum, P. vivax e o P. malariae sdo detectados no Brasil, com 99,7% dos
casos ocorrendo na regido Amazonica (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010).

No Brasil, o P. vivax tem sido a espécie mais prevalente, enquanto o P.
falciparum foi responsavel por aproximadamente 20% dos casos (ANDRADE et al.,
2010). A distribuicdo de infeccéo por P. falciparum é focal, mais comum do que P.
vivax em algumas areas, mas muito raras ou ausentes em outras. Infecgées mistas
também s&o observadas e o P. malariae raramente tem sido detectado. A
transmissdo em areas brasileiras caracteriza-se como hipo a mesoendémica, de
transmissao instavel com flutuacdes sazonais anuais. Apesar de endémica a malaria
nao ocorre uniformemente em todas as areas endémicas do Brasil, uma vez que se
observam localidades com diferentes niveis de transmissédo da doenca (HEMMER et
al., 2006; OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010).

Na Regido Extra-Amazénica, principalmente nos Estados do Parana, Espirito
Santo e Sédo Paulo, tem sido registrados, frequentemente, surtos de maléaria
decorrentes da introducdo da doenca por migrantes oriundos das areas de
transmissdo, visto que esta area € receptiva para a transmissdo de malaria e os
servicos de vigilancia em saude de alguns municipios sdo deficientes em estrutura
adequada para enfrentar o problema (SAEZ-ALQUEZAR et al., 1998; MACHADO et
al., 2003). Além disso, individuos assintomaticos, bem como simios presentes na
regido de Mata Atlantica podem servir como reservatorios para infeccbes em
humanos (MARQUES, et al., 2008; YAMASAKI, et al., 2011).

1.2 Maléria vivax

Embora a distribuicdo dos parasitos da malaria seja ampla, observa-se que
durante os ultimos anos, as infeccbes causadas por P. vivax sdo responsaveis por
mais de 80% dos casos de malaria na Regido Amazénica Brasileira. Além disso, nos
altimos anos foram relatados no pais, casos com complicacdes clinicas associadas a
Obito por este protozoario, sendo um motivo de preocupacéo para os malariologistas
brasileiros (LACERDA; HIPOLITO; PASSOS, 2008; LACERDA et al., 2012).
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O ciclo de vida do Plasmodium spp. € muito complexo e necessita da
expressdo de proteinas especializadas para garantir sua sobrevivéncia tanto no
hospedeiro vertebrado como no invertebrado. Este ciclo é constituido por duas
fases, uma sexuada e a outra assexuada. A fase sexuada é onde ocorre a
multiplicagdo dos parasitos nos mosquitos do género Anopheles, hospedeiro
definitivo (DOOLAN; DOBANO; BAIRD, 2009) e a fase assexuada € caracterizada
pela multiplicacdo no humano, hospedeiro intermediario, ocorrendo em células
parenquimatosas do figado ou nos eritrocitos.

A infeccdo tem inicio durante o repasto sanguineo do mosquito fémea
infectado, o qual inocula, juntamente com a saliva, 0S esporozoitos presentes na
corrente sanguinea. Os esporozoitos invadem o0s hepatdcitos, crescem e se
multiplicam, diferenciando-se em esquizontes hepaticos. Esta fase € denominada de
esquizogonia hepatica. O ciclo tem inicio com a maturacdo dos esquizontes
hepéaticos, os quais dardo origem aos merozoitos hepéticos que serao liberados na
corrente sanguinea por meio da lise dos hepatécitos e, que, posteriormente,
invadirdo os eritrocitos. Uma caracteristica marcante da malaria causada por P.
vivax é a ocorréncia de recaidas tardias, meses apos a infeccdo. Isto ocorre pela
presenca de hipnozoitos, formas latentes do parasito que se alojam no figado do
hospedeiro e podem retomar a infecgdo meses apos o incidente inicial (MUELLER et
al.,, 2009). ApoOs esta invasdo, tem inicio a esquizogonia eritrocitaria onde o0s
merozoitos se diferenciardo em trofozoitos que por sucessivas divisbes resultardo
nos esquizontes eritrocitarios (TUTEJA, 2007). ApGs a lise do eritrcito parasitado,
sao liberados novos merozoitos na corrente sanguinea, os quais faréo a invasdo de
novos eritrocitos, além da sintomatologia febril associada a lise celular. Alguns
merozoitos, ap0s a invasdo nos eritrocitos, podem nao evoluir para a forma de
esquizontes e sim, se diferenciarem nas formas sexuadas do parasito, 0sS
gametdcitos feminino e masculino. Estes, quando ingeridos pela fémea do mosquito
durante o repasto sanguineo, se desenvolvem no seu estdmago, originando o0s
macro e microgametas que, apos a fertilizacdo, iniciardo o ciclo esporogénico. O
zigoto formado evolui para oocineto movel, invadindo as células epiteliais do
estbmago do mosquito onde se fixa e da origem ao oocisto, que apds sucessivas
mitoses, originardo 0s esporozoitos. Estes rompem o oocisto e invadem a cavidade
corporal do mosquito e migram, através da hemolinfa, para as glandulas salivares

onde se acumulam no ducto salivar e tornam-se infectantes. Assim, quando o
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mosquito infectado faz o repasto sanguineo, 0s esporozoitos sado inoculados,
podendo entdo, iniciar uma nova infeccdo no hospedeiro vertebrado (COLLINS;
JEFFERY, 2007; SCOTTO, 2010).

O P. vivax é capaz de invadir somente reticulécitos, eritrécitos jovens, que
expressam em sua superficie o determinante antigénico do grupo sanguineo Duffy
(também conhecido como receptor DARC) um antigeno receptor de quimiocinas, o
qual é o receptor da molécula ligante a P. vivax Duffy Binding Protein (PvDBP). Esta
interacdo parece ser fundamental na formacdo de uma juncao irreversivel entre as
membranas do merozoito e da célula hospedeira, tornando-se uma etapa chave no
processo de invasdo aos eritrocitos. Individuos Duffy-negativos parecem ser
completamente refratarios a esta infec¢cdo (MILLER et al., 1976), embora evidéncias
recentes na Africa (RYAN et al., 2006; MENARD et al., 2010; MENDES et al., 2011;
WURTZ et al., 2011) e no Brasil (CAVASINI et al., 2007) sugerem que individuos
Duffy negativos possam se infectar com este protozoario, provavelmente por meio
de outros receptores envolvidos no reconhecimento eritrocitario (MENARD et al.,
2010).

O processo de invasao do eritrécito pelo Plasmodium é complicado e envolve
vérias etapas, a saber: (1) reconhecimento e aderéncia reversivel do merozoito a
membrana do eritrécito; (2) reorientacdo apical do merozoito em direcdo a
membrana da célula hospedeira; (3) desenvolvimento de uma juncgao irreversivel no
ponto de contato entre a porcdo apical do parasito e a membrana celular do
eritrécito; (4) movimentacdo da juncdo ao redor do merozoito com invaginacao da
membrana do eritrécito para que o parasito ocupe a porcao interior da célula e seja
circundado pelo vacuolo parasitéforo (DVORAK et al., 1975; MILLER et al., 1976).
Estes dois eventos iniciais, envolvendo o reconhecimento e adesdo do parasito, sdo
aparentemente de baixa afinidade e reversiveis (COWMAN; CRABB, 2006). Ambas
as etapas permitem ao parasito diferenciar um eritrécito competente para invaséo de
outro tipo celular. Além disso, a terceira e quarta etapa abrangem interacdes do tipo
ligante-receptor de alta afinidade e, a partir deste ponto, 0 processo de invasao se

torna irreversivel.
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1.3 Resposta Imune e maléria vivax

A resposta imunoldgica contra malaria vivax envolve mecanismos inatos e
adaptativos, com a participacdo de varios tipos de células e anticorpos que podem
levar a eliminacdo do agente ou a imunopatologia (WHALTER et al.,2006; MEDINA
et al., 2011). De fato, interacdes célula-célula que necessitam de moléculas co-
estimuladoras séo essenciais para que a resposta imune seja efetiva.

A resposta imune humoral mediada por anticorpos opsonizadores podem
proteger contra a invasdo dos merozoitos aos eritrocitos (WAHLIN et al., 1984), além
do seu crescimento intra-eritrocitico, ou ainda reduzindo o ndmero de eritrcitos
infectados da circulacdo ao se ligar em sua superficie (UDEINYA et al., 1981;
TREUTIGER et al., 1992). O papel do sistema HLA (Human Leucocyte Antigen) na
resposta imune aos antigenos do Plasmodium tem sido amplamente investigado e
diferentes associagcbes tém sido encontradas, dependendo da populacdo e do
antigeno estudado (NARDIN et al., 2000; OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2004;
JOHNSON et al., 2004). Relatos anteriores demonstraram associacdes entre
diferencas alélicas nos genes do HLA Il e a resposta sorolégica nos ensaios de
vacinas para a malaria. Acentuada resposta de anticorpos foi descrita em individuos
tailandeses vacinados com antigenos de esporozoitos e a presenca do alelo HLA
DPB1*0501 (STEPHENS et al., 1995). Em contra partida, o alelo DRB1*0701 foi
associado a niveis reduzidos de resposta de anticorpos em um ensaio de vacina
realizado em voluntarios dos Estados Unidos (NARDIN et al., 2000). Alelos do gene
HLA-DR também tem sido associados a por¢do repetitiva do gene que codifica a
proteina circunsporozoitica (CSP) da variante VK 247 de P. vivax (OLIVEIRA-
FERREIRA et al., 2004) na populacao brasileira. Recentemente, em pacientes com
malaria vivax de diferentes areas da Amazonia Brasileira, foi observada associacéo
entre os alelos HLA-DR3 e HLA-DR5 e falta de resposta de anticorpos a regiao
amino terminal da proteina circunsporozoita, bem como uma associacdo entre o
HLA-DR3 e da resposta mais elevada de anticorpos para a proteina de superficie do

merozoito-1 (MSP1), caracterizando, portanto, um papel potencial regulador dos
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alelos HLA-DRB1 na producdo de anticorpos para pacientes com este tipo de
malaria (STORTI MELO et al., 2012).

No entanto, na comparacao da resposta humoral de gémeos monozigéticos e
dizigdticos, pesquisadores foram capazes de avaliar a relativa contribuicdo de loci
HLA e ndo-HLA, e concluiram que, a regulacdo genética na resposta de anticorpos
antigeno-especifica parece nao ser exclusiva dos genes HLA de classe Il (DUAH et
al., 2009). Assim, polimorfismos envolvidos em moléculas importantes nas diferentes
etapas da producéo de anticorpos, podem estar contribuindo na susceptibilidade ou
resisténcia a maléria.

O desenvolvimento de resisténcia a droga pelos parasitos e resisténcia a
inseticidas pelos vetores tem comprometido os métodos tradicionais de tratamento e
controle, reforcando a necessidade critica do desenvolvimento de uma vacina para
malaria. A superficie do esporozoito é recoberta por uma proteina que possui alto
potencial antigénico e tem sido o principal alvo no desenvolvimento de vacinas para
a malaria. Nas ultimas décadas, diversos estudos tem sido realizados para identificar
e testar antigenos candidatos para uma vacina efetiva. O papel crucial que a
resposta imune humoral desempenha na protecdo contra a infeccdo pelos
esporozoitos ja foi amplamente descrito. A proteina circunsporozoita (CSP) possui
sequéncias conservadas entre todas as espécies de plasmédio conhecidas (KEMP
et al., 1990). Anticorpos monoclonais direcionados contra a regido repetitiva deste
antigeno podem bloquear a invasdo da célula hospedeira e possivelmente conferir
imunidade (POTOENJAK et al., 1980). O gene da CSP apresenta um dominio
central formado por nucleotideos repetidos em tandem que sdo flanqueados por
duas regides nao repetitivas nas extremidades 3 e 5 do gene. Estes dois
segmentos se mantém altamente conservados nas diferentes espécies de
plasmodios e sdo denominados regido | (Rl) que se localiza na direcdo amino-
terminal e regido Il (RIl) que se localiza a 54 aminoacidos da direcdo carboxi-
terminal da proteina (DE LA CRUZ et al., 1988). A utilizacdo da CSP como alvo para
o desenvolvimento de vacinas tem sido reavaliada devido a descoberta de variacdes
no gene desta proteina de espécies de P. vivax (ROSEMBERG, 1989; QARI et al.,
1993a). A primeira variante sequenciada apresenta um nonapeptideo repetido em
tandem no dominio central da proteina e foi denominada VK210 e considerada a
forma classica de P. vivax (ARNOT, et al 1985). Em cepas da Tailandia, Rosemberg

et al., (1989) descreveram variagcdes no nonapeptideo da regido repetitiva, sendo
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essa variante conhecida como VK247. Posteriormente, em Papua Nova Guiné, Qari
et al., (1993a) relataram a existéncia de uma variante denominada P. vivax-like, por
ser morfologicamente semelhante ao P. vivax, mas por diferir na sequiéncia repetitiva
da regido central da CSP, bem como responder imunologicamente diferente aos dos
dois tipos anteriormente descritos. No Brasil, Machado e Povoa (2000) confirmaram,
por diagnodstico molecular, a presenca desses tipos variantes em areas endémicas,
descrevendo a ocorréncia tanto em infec¢cdes puras, enquanto que as variantes
VK247 e P. vivax-like foram evidenciadas apenas em infec¢cdes mistas (SOUZA-
NEIRAS et al., 2010).

Além disso, trabalhos com a proteina de superficie do merozoito (MSP) e a
proteina de ligacdo ao antigeno Duffy (DBP), presente no P. vivax, demonstraram
gue esses também podem estimular resposta de anticorpos, sendo estas proteinas
candidatas aos testes de vacinas. Valderrama-Aguirre et al. (2005) observaram que
52,2% dos individuos previamente expostos ao P. vivax e 72,8% dos infectados com
P.vivax desenvolveram anticorpos contra um fragmento da MSP denominado
Pv200L, que se localiza na regido N-terminal desta proteina. Diferentes segmentos
recombinantes derivados da MSP tém sido avaliados quanto ao potencial de
estimular resposta sorolégica. Estudo com dois polipeptideos recombinantes,
PvVvMSP1,, e PVvMSP1,, foram capazes de estimular a producéo de anticorpos contra
a proteina MSP, entretanto o PvMSP1,, apresentou maiores niveis de resposta
(BARRETO et al., 2005). A DBP é uma proteina conservada expressa na superficie
do merozoito que se interage com antigeno de grupo sanguineo Duffy, necessario
para invasao dos eritrécitos. Arevalo-Herrera et al. (2005) demonstraram que a
imunizacdo com um peptideo recombinante da DBP de P.vivax, a PvRII, induz altos

niveis de anticorpos especificos, mas ndo fornece imunidade protetora.

1.4 Genes associados na co-estimulacdo dos Linfécitos B

A molécula CD40 é uma proteina de aproximadamente 50 KDa, membro da
superfamilia dos receptores do fator de necrose tumoral (TNF), que é expresso
constitutivamente por células apresentadoras de antigenos, como os linfécitos B,

macréfagos e células dendriticas. O gene CD40 esta localizado em 20g12-g13.2,
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conforme descrito na figura 1 e sua regido transcrita compreende 9 exons e 8
introns, (PARK et al., 2007). Quando a proteina CD40 se envolve com o receptor
funcional ocorre uma associagdo com moléculas lipidicas que irdo interagir com
moléculas adaptadoras, promovendo assim, 0 processo de sinalizagdo (XIE et al.,
2006).

A expressdao da proteina CD40 tem sido associada com as células
apresentadoras de antigenos, mas na realidade, sua expressdo € bastante
onipresente, incluindo expressdo neural, endotelial, epitelial, de adipécitos e de
células T (WAGNER, 2009). As células endoteliais induzem a formacdo de
moléculas de adesdo em resposta a estimulacdo CD40-CD40L, enquanto os
fibroblastos induzem a expressdo de quimiocinas (VOGEL et al.,, 2004) e os
adipécitos induzem a formacgéo de citocinas pro-inflamatérias (POGGI et al., 2009).
Diversos estudos tém investigado associacfes entre SNPs (Single
NucleotidePolymorphism) e a regulacdo da expressdo de CD40 em infeccdes e
doencas auto-imunes (TOMER; CONCEPCION; GREENBERG, 2002; JACOBSON
et al., 2007; RAYCHAUDHURI et al., 2008). O unico SNP conhecido afetando os
niveis da proteina CD40 esta localizado proximo ao cédon iniciador (-1C>T)
(JACOBSON et al., 2007).

Figura 1: Esquema do cromossomo, indicando a localizacido do gene CDA40.
Fonte: http://ghr.nim.nih.gov/gene/CD40. Acesso em 03/11/2012.

O gene CD40L esta localizado no cromossomo X, na regido Xq26, conforme
demonstrado na figura 2 e gera uma glicoproteina transmembréanica do tipo Il, de
aproximadamente 39 KDa, expressa principalmente sobre a superficie de células T
CD4+ ativadas. As células apresentadoras de antigenos expressam a molécula
CD40. O ligante correspondente (CD40L ou CD154) é constitutivamente expresso
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em linfocitos T, mas a sua expressao é regulada positivamente através do encontro
com um antigeno. Estes eventos ainda regulam a expressdo de moléculas B7 em
células que apresentam antigenos, permitindo assim, o acoplamento da molécula de
CD28 nas células T. Neste ponto, uma resposta imune especifica pode se
desenvolver. A interacdo entre a molécula CD40 e seu ligante desencadeia
respostas especificas nas células B, promovendo a proliferacdo, mudanca na classe
de imunoglobulina produzida e geragdo de células de memodria (XU; SONG, 2004)
(Figura 3). A via de sinalizacdo CD40-CD40L parece ser fundamental em infeccdes
por Plasmodium. Camundongos CD40-/-, CD40L-/-, e tratados com anticorpos
monoclonais para CD40L apresentaram taxas de mortalidade reduzidas quando
infectados por Plasmodium berghei, sugerindo um papel importante deste sistema
na patogénese da malaria grave (PIGUET et al., 2001). Experimentos in vitro
mostraram ndo haver producdo de anticorpos em resposta aos antigenos R23,
PfEB200 e MSP2-2CH2r, expressos no estagio sanguineo do P. falciparum, na
auséncia de sinalizacdo CD40-CD40L (GARRAUD et al., 2002). Por outro lado, esta
sinalizacdo ndo aumentou a porcentagem de respondedores para uma regiao
imunogénica da proteina de superficie do merozoito - MSP1, a qual esta envolvida
na etapa de invasao eritrocitaria (GARRAUD et al., 2002). A sensivel regulacdo da
expressdo de CD40L sugere que polimorfismos na regiao regulatéria 5° podem ser
importantes para a resposta imune. Além disso, polimorfismos nesta regido, bem
como no primeiro exon do gene, proporciona uma reducdo no risco para maléria
grave em homens hemizigotos para o SNP CD40L-726C (SABETI et al., 2002).

Figura 2: Esquema mostrando o cromossomo X, onde se localiza o gene CD40L.
Fonte: http://ghr.nlm.nih.gov/gene/CD40. Acesso em 04/11/2012.
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Figura 3: Desenvolvimento de uma resposta imune especifica apds a interacdo da
molécula CD40 com seu ligante CD40L.
Fonte: http://thorax.bmj.com/content/54/6/554.full. Acesso em 04/11/2012.

A molécula estimuladora de linfécitos B (BLYS), também conhecido como
TALL-1, zTNF4, TNFSF-13 e BAFF pertence a superfamilia TNF, expressa em
mondcitos, macréfagos e células dendriticas. Este gene estd localizado no
cromossomo 13 na regido cromossémica 32-34 (CANCRO, 2004). Esta molécula
tem a capacidade de se ligar a varios receptores sobre as células B atuando de
forma sinérgica com a molécula CD40L na ativacao e expansdo dessas células por
intermédio da atenuacao da apoptose. Essa molécula aumenta os niveis de ativacao
de Thl e a recombinacdo necessaria para mudancas nas classes de
imunoglobulinas que sé&o importantes na maturacdo de anticorpos envolvidos na
resposta imune priméria (TREML et al., 2008). Além disso, tem também, papel
importante na sobrevivéncia, maturacéo e producdo de anticorpos por células B e é
fundamental para a formacédo de centros germinativos (SCHNEIDER et al., 2000;
YAN et al., 2000).
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As células B nos centros germinativos recebem sinais de ativacédo por células
dendriticas foliculares (FDC) através do BCR e do complexo co-receptor de célula B.
As respostas de células B séo intensificadas por BLYS que aumenta a expresséo de
PAX -5, um fator de transcricdo que aumenta a capacidade do BCR em fosforilar
CD19, o que amplifica a sinalizacédo pelo BCR. Além disso, o aumento da expresséo
de CD40 por BLYS torna as células B mais sensiveis a CD40L expresso sobre as
células T, conforme descrito na figura 4 (HASE et al., 2004) (Figura 4).

Elevada expressdo de BLYS /BAFF tem sido documentado em varias
doencas auto-imunes como a artrite reumatéide e o lUpus eritematoso sistémico
(SUTHELAND et al., 2005; STOHL, 2006).

Kawasaki et al. (2002) investigaram quatro SNPs presentes na regiao
promotora do gene (Figura 5) e encontraram associacao entre um polimorfismo na
posicdo -871 (C>T) e pacientes com lapus eritematoso e artrite reumatoide. Os
mondcitos dos individuos possuindo o alelo variante T deste polimorfismo
apresentaram niveis elevados de RNA mensageiro desta molécula quando
comparados com individuos possuindo o alelo C. Este polimorfismo também foi
encontrado em individuos de diferentes etnias da populacdo brasileira
(MALHEIROS; PETZL-ERLER, 2009).

Estudos prévios indicam que a desregulacdo da expressdo do receptor BLYS
nas células B pode contribuir pra uma resposta imune humoral de curta duracéo,
contra antigenos malaricos em criangcas que vivem em uma regido endémica da
Africa Subsaariana (NDUATI et al., 2011). Além disso, é possivel que os antigenos
do Plasmodium falciparum e a hemozoina estimulem as células B a produzirem 1gG
especifica com a participacao destes fatores de ativacao das células B (KUMSIRI et
al., 2010).
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Figura 4: Esquema proposto para ativacdo das células B nos centros
germinativos (modificado de Hase et al., 2004).
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Figura 5: Organizacdo gendmica de BLYS e localizacdo dos SNPs descritos por
Kawasaki et al. (2002). Em destaque se encontra o SNP que foi avaliado neste

trabalho.
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1.5 Justificativa

O surgimento da resisténcia as drogas pelo P. vivax nos ultimos anos
(FERNANDO; RODRIGO; RAJAPAKSE, 2011), bem como os estudos para o
desenvolvimento de vacinas ainda nao terem apresentado resultados promissores,
tem sido motivo de grande preocupacdo na epidemiologia da maléria. Diversos
trabalhos analisando resposta sorolégica a diferentes peptideos do Plasmodium tem
obtido resultados varidveis de acordo com o antigeno utilizado e a populagéo
analisada (OLIVEIRA-FERREIRA et al.,, 2004; LOUREMBAM; BARUAH, 2012;
STORTI-MELO et al., 2012). Polimorfismos genéticos, em moléculas envolvidas na
resposta imune em varias vias sinalizadoras, modulam a resposta imune humoral
podem contribuir para niveis alterados de anticorpos e influenciar na susceptibilidade
a maléria.

Em decorréncia dos dados obtidos pelo seqienciamento do genoma humano,
o conhecimento dos genes envolvidos na resposta imune e a verificagdo das
implicagbes de sua variabilidade, com relagdo a causa de doengas € uma etapa
avancada atualmente. Além de genes e alelos envolvidos na patogénese de
nosologias, os trabalhos de associagdo também permitem que sejam determinadas
as frequéncias populacionais daqueles alelos, ja que os individuos-controles
correspondem a individuos da populacdo geral. Uma vez que polimorfismos
genéticos variam entre grupos populacionais, a heterogeneidade de populacdes
brasileiras acrescentara informacdes relevantes para a compreensdo das causas de
doencas complexas, como a malaria. Ademais, esses estudos contribuem para o
conhecimento da evolucdo e das implicac6es funcionais do polimorfismo genético.
Dessa forma, os resultados desta investigacado poderao contribuir na identificacao e
participacéo efetiva de genes humanos na modulacéo da resposta imune, essenciais
no estabelecimento de estratégias de imunizacéo contra a malaria causada pelo P.
vivax, em area de transmissao ativa da Amazbnia brasileira, com o objetivo de

produzir informacdes e possiveis solucdes para o controle desta endemia.
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1.6 Hipodtese

Polimorfismos nos genes CD40, CD40L e BLYS, moléculas co-estimuladoras
de linfécitos B, podem influenciar na susceptibilidade a malaria causada por P. vivax

na AmazoOnia brasileira.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar polimorfismos de genes envolvidos na resposta imune humoral

visando identificar possiveis associacfes com a malaria.

2.2 Objetivos Especificos

e Estimar as frequéncias alélicas e genotipicas de variantes nos genes CDA40,
CD40L e BLYS de amostras de pacientes infectados por P. vivax e individuos
ndo maléricos.

¢ Verificar se combinacdo dos genoétipos destes genes revela interacdo génica na

populacao estudada.

e Correlacionar estas frequéncias com a resposta imune humoral, parasitemia e a

suscetibilidade ou resisténcia a malaria.
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3. MATERIAL E METODO

3.1 Area de estudo

As amostras de sangue periférico foram coletadas no ano de 2003 e 2004
para o projeto de pesquisa intitulado “Epidemiologia e diagndstico molecular de
doencas infecciosas e parasitarias humanas” (CEP/FAMERP 214/2002) em Macapa
(00°02°20™" S, 51°03'59™" W), area endémica de malaria da regido Amazobnica
brasileira. Macapa é a capital do Estado do Amapa, localizada a margem do Rio
Amazonas, juntamente com a floresta tropical. A populacéo estimada é de 366.486
habitantes e o indice parasitario anual (hnimero de casos positivos por mil habitantes

- IPA) em 2011 foi de 5,2, indice parasitario considerado baixo.

3.2 Amostra

A amostra foi constituida por pacientes malaricos e individuos ndo-malaricos,
ambas pareadas de acordo com sexo, etnia e idade, selecionadas apés a
confirmagdo do diagnostico positivo para malaria por P. vivax pelo método
parasitologico e molecular. Um total de 103 pacientes com malaria vivax nao
complicada foi envolvido neste estudo, obedecendo aos seguintes critérios:
apresentaram sintomas clinicos caracteristicos de maléaria, apresentaram idade
superior a 18 anos (idade média igual a 26.2 + 12.4) e diagndstico positivo para
malaria por P. vivax pelo método da Gota Espessa (GE). Todos o0s pacientes
receberam tratamento com 600 mg de cloroquina no primeiro dia e 450 mg por mais
dois dias, além de 30 mg de primaquina no dia em que o diagndstico foi realizado,
persistindo por seis dias subsequentes. O grupo controle foi constituido por 97
individuos que também residem em Macapé e que estavam em conformidade com a
politica brasileira de banco de sangue: eram maiores de 18 anos de idade e de

ambos o0s sexos. As amostras utilizadas ja estavam armazenadas no Laboratorio de
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Pesquisa Centro de Investigacdo de Microrganismos, localizado na Faculdade de
Medicina de Sao José do Rio Preto (FAMERP). O projeto foi aprovado no
CEP/FAMERP sob o niumero 2438/2011 em 12 de abril de 2011.

3.3 Genotipagem

A determinacdo dos genotipos para os SNPs analisados foram realizadas
pelo método de PCR-RFLP (Polimerase chainreaction — restriction fragment lenght
polymorfism) descrito por Malheiros e Petzl-Erler (2009), com modificacdes.

Para a genotipagem do SNP na posi¢do -726 T>C (rs3092945) no gene
CD40L foi amplificado um fragmento de 447 bp usando o0s oligonucleotideos
iniciadores 5" ATCTTCACAGCAACCTAC 3" e 5 CACTAAACTCAATGAAAGCC 3.
A PCR foi realizada com volume final de 25uL. Foram utilizados 100ng de DNA, 1 X
tampao, 2,0 mM MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP; 0,6 pmol de cada oligonucleotideo
iniciador e 0,5U de Taq Platinum. Os produtos de PCR foram digeridos usando a
endonuclease de restricdo Lwel (Fermentas, GlenBurnie, MD, USA)a 37°C durante
toda a noite e visualizados em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo.
Os fragmentos resultantes para o geno6tipo C/C foram de 447 bp; 196 e 251 bp para
0 gendtipo T/T e 196, 251 e 447 para o gendtipo T/C (Figura 6).

T N
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Figura 6: Padrdo de bandas obtido apOs eletroforese, para os genotipos
possiveis para o gene CD40L.

O SNP na posicdo -1 C>T (rs1883832) no gene CD40 foi genotipado
amplificando um fragmento de 300bp usando os oligonucleotideos 5’
CCTCTTCCCCGAAGTCTTCC 3" e 5° GAAACTCCTGCGCGGTGAAT 3'. A PCR foi
realizada com volume final de 25 pyL. Foram utilizados 100ng de DNA, 1 X tampéo,
5,0% de glicerol, 2,0 mM MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP; 0,4 pmol de cada
oligonucleotideo iniciador e 0,5U de Taq Platinum. Os produtos de PCR foram
digeridos usando a endonuclease de restricdao Styl (Promega Corporation, USA),
incubando a 37°C durante toda a noite. A eletroforese foi realizada em gel de
agarose 1,5% corado com brometo de etideo. Os gendtipos atribuidos foram
baseados no tamanho dos fragmentos resultantes, onde 96 e 207 bp correspondem
ao genot