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RESUMO

No Brasil o Plasmodium vivax é a espécie mais prevalente,
responsavel por aproximadamente 85% dos casos de malaria.
Ademais as variantes da proteina circumesporozoita (CSP -
VK210, VK247 e P. vivax-like) ja& foram identificadas em véarias
areas endémicas no pais. Diversos estudos analisando a
influéncia da variabilidade genética de receptores celulares e
moléculas envolvidas na resposta imune, com diferentes peptideos
do Plasmodium, tém obtido resultados variaveis de acordo com o
antigeno utilizado e a populacdo analisada. Este trabalho
apresenta resultados sobre o estudo de polimorfismos genéticos no
TCR (T cell Receptor) e nas Interleucinas 1 e 2 em pacientes
infectados por P. vivax provenientes do municipio de Goianésia do
Pard, no Estado do Para. Avaliou-se estes polimorfismos com a
parasitemia do individuo, com os genoétipos da CSP e com a
resposta sorolégica contra o0s peptideos da CSP. Foram
relacionados também estes polimorfismos com o0s niveis de
citocinas. Os polimorfismos foram analisados por técnicas de
PCR-RFLP e PCR alelo especifico. As analises sorologicas da
CSP foram realizadas por ELISA. Foram comparadas as
frequéncias genotipicas observadas segundo o teorema de Hardy-
Weinberg (HW). Os niveis de IL1 e IL2 foram avaliados por
citometria de fluxo, seguindo protocolo descrito pelo fabricante.
Associacdo dos polimorfismos com os niveis de interleucinas foi
avaliada por Analise de variancia. As frequéncias genotipicas e
alélicas foram obtidas no programa R v 2.11.1- A parasitemia
variou de 15 a 70.000, com mediana de 1.500 parasitos/mm®. Os
SNPS investigados mostraram frequéncias variadas na amostra

estudada. Todo o polimorfismo avaliado encontra-se em Equilibrio



de Hard Wenberg. N&o houve diferenca significativa da parasitemia
em relacdo aos SNPs investigados. Infec¢cdes contendo apenas a
variante VK247 foram as mais comuns e também né&o foi
observado diferenca significativa na resposta de anticorpos de
acordo com a variante da CSP presente no momento da infecgéo.
Correlagdes significativas entre os niveis destas interleucinas com
a parasitemia e 0s niveis de anticorpos contra as variantes da CSP
ndo foram observadas. Além disso, as variantes da CSP néo
influenciaram os niveis plasmaticos das citocinas e ndo houve
associacOes positivas entre os SNPs das IL1 e IL2 e seus niveis
plasmaticos. Os resultados poderdo contribuir na identificacdo e
participacdo efetiva de genes humanos na modulagcédo da resposta
imune, essenciais no estabelecimento de estratégias de
imunizagdo contra a doenca, em area de transmissdo ativa no

Estado do Para.

Palavras-chaves: Malaria, Amazo6nia brasileira, Plasmodium vivax,
TCR, IL-1, IL-2, Polimorfismos.



ABSTRACT

In Brazil, Plasmodium vivax is the most prevalent species responsible for
approximately 85% of malaria cases. In addition, variants of the
circosporozoite protein (CSP - VK210, VK247 and P. vivax - like) have
already been identified in several endemic areas in the country. Several
studies analyzing the influence of the genetic variability of cellular
receptors and molecules involved in the immune response with different
Plasmodium peptides have obtained variable results according to the
antigen used and the analyzed population. This work presents results on
the study of genetic polymorphisms in TCR (T cell Receptor) and in
Interleukins 1 and 2 in patients infected by P. vivax from the city of
Goianésia do Para, in the State of Para. These polymorphisms were
evaluated with Parasitemia, CSP genotypes and serological response to
CSP peptides. These polymorphisms were also related to cytokine levels.
Polymorphisms were analyzed by PCR-RFLP and allele-specific PCR
techniques. Serological tests of CSP were performed by ELISA. The
genotypic frequencies observed according to the Hardy-Weinberg (HW)
theorem were compared. Levels of IL1 and IL2 were evaluated by flow
cytometry following the protocol described by the manufacturer.
Association of polymorphisms with interleukin levels was evaluated by
analysis of variance. The genotypic and allelic frequencies were obtained
in program R v 2.11.1. The parasitemia ranged from 15 to 70,000, with a
median of 1,500 parasites / mm3. The SNPS investigated showed varied
frequencies in the sample studied. All polymorphism evaluated is in Hard
Wenberg Equilibrium. There was no significant difference in parasitemia in
relation to the investigated SNPs. Infections containing only the VK247
variant were the most common and also no significant difference in
antibody response was observed according to the CSP variant present at
the time of infection. Significant correlations between the levels of these
interleukins with parasitemia and levels of antibodies against variants of



CSP were not observed. In addition, the CSP variants did not influence
plasma cytokine levels and there were no positive associations between
IL1 and IL2 SNPs and their plasma levels. The results may contribute to
the identification and effective participation of human genes in the
modulation of the immune response, essential in the establishment of
immunization strategies against the disease, in an active transmission

area in the State of Para.

Keywords: Malaria, Brazilian Amazon, Plasmodium vivax, TCR, IL-1, IL-2,

Polymorphisms.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1 Malaria — abordagem geral

A malaria € uma infeccdo de manifestacdo principalmente aguda,
caracterizada principalmente pela triade de calafrios, febre e sudorese
excessiva (HENRY et al., 1999; JAIN et al., 2010). Apesar dos progressos nas
estratégias de controle da malaria, a doenca ainda é uma das maiores causas
de morbidade e mortalidade em muitos paises tropicais e subtropicais (MAIGA
et al., 2013; WHO, 2016). Cento e quatro paises sao endémicos com 207
milhdes de casos clinicos por ano e, aproximadamente, 627.000 mil mortes
(WHO, 2016). Nas Américas, trés paises concentram 76% dos casos de
malaria, sendo o Brasil responsavel por 52% dos casos (WHO, 2012).

Os parasitos dessa nosologia sdo protozoarios pertencentes ao género
Plasmodium e, atualmente, cinco espécies reconhecidas infectam o homem,
Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium
ovale e o Plasmodium knowlesi (BROCK et al.,, 2016; WHO, 2016). O P.
falciparum esta associado aos maiores indices de mortalidade e viruléncia,
enguanto que o P. vivax é amplamente disseminado pelo mundo (ANDRADE et
al., 2010; GONCALVES et al., 2010; WHO, 2016). Atualmente, no Brasil, o P.
vivax tem sido responsavel por aproximadamente 85% dos casos (WHO,
2016). Historicamente casos clinicos graves por P. vivax sédo raros (ANDRADE
et al., 2010), no entanto, estudos reforcam a associacao dessa espécie com
complicagBes clinicas e casos fatais, sendo este um motivo de preocupacédo
para a saude publica (ALECRIM et al.; 2006; LACERDA et al.,, 2008;
ANDRADE et al., 2010).

Os perfis de transmissdo da doenca no Brasil sdo diferentes e
observados em trés ambientes distintos; na Amazdnia e na Mata Atlantica,
ambos com uma predominancia de casos autéctones, e em outras regides,
com casos importados de recentes viagens a areas endémicas de maléaria no
pais, ou em outros da América Central e do Sul, paises africanos ou asiaticos
(PINA-COSTA et al., 2014; LORENZ et al., 2015).
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1.2 Aspectos da Malaria vivax

O ciclo de vida do Plasmodium spp. é muito complexo e necessita da
expressao de proteinas especializadas para garantir sua sobrevivéncia tanto no
hospedeiro vertebrado como no invertebrado. E constituido por duas fases,
uma sexuada exdgena e a outra assexuada enddgena. Na fase sexuada ocorre
a multiplicacdo dos parasitos nos mosquitos do género Anopheles, hospedeiro
definitivo, e a fase assexuada € caracterizada pela multiplicagdo no humano,
hospedeiro intermediario, ocorrendo em células parenquimatosas do figado ou
nos eritrocitos (MUELLER et al., 2009; GAZZINELLI et al., 2014).

A infeccao tem inicio durante o repasto sanguineo do mosquito fémea
infectado, o qual inocula, juntamente com a saliva, 0s esporozoitos que
invadem os hepatécitos, crescem e se multiplicam, diferenciando-se em
esquizontes hepaticos. Esta fase € denominada de esquizogonia hepética
(LORENZ et al.,, 2015; WHO, 2016). No ciclo de vida do P. vivax os
esporozoitos podem originar os hipnozoitos, que permanecem no hepatoécito
em um estado dormente, desenvolvendo-se meses ou anos mais tarde, sendo
responsavel pelas recaidas da doenca (GAZZINELLI, 2014). O ciclo tem inicio
com a maturacdo dos esquizontes hepaticos, os quais dardo origem aos
merozoitos hepaticos que serdo liberados na corrente sanguinea por meio da
lise dos hepatdcitos e, que, posteriormente, invadirdo os eritrocitos. Apos a
invasao, inicia-se a esquizogonia eritrocitaria e os merozoitos se diferenciardo
em trofozoitos que, por sucessivas divisbes, resultardo nos esquizontes
eritrocitarios (TUTEJA, 2007).

Com a lise do eritrocito parasitado, sdo liberados novos merozoitos na
corrente sanguinea, os quais fardo a invasado de novos eritrocitos, além da
sintomatologia febril associada a lise celular (MUELLER et al., 2009). Alguns
merozoitos, apds a invasao nos eritrécitos, podem néo evoluir para a forma de
esquizontes e sim, se diferenciarem nas formas sexuadas do parasito, 0s
gametoécitos feminino e masculino que, quando ingeridos pela fémea do
mosquito durante o repasto sanguineo, se desenvolvem no seu estdémago,
originando os macro e microgametas. Apos a fertilizagdo, inicia-se o ciclo
esporogobnico (TUTEJA, 2007). O zigoto formado evolui para oocineto movel,

invadindo as células epiteliais do estdbmago do mosquito onde se fixa e da
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origem ao oocisto, que ap0s 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 mosquito infectado faz o
repasto sanguineo, os esporozoitos sdo inoculados, podendo entdo, iniciar
uma nova infeccdo no hospedeiro vertebrado (COLLINS; JEFFERY, 2007,
SCOTTO, 2010).

Figura 1- Ciclo de vida do Plasmodium sp.
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Fonte: Disponivel em <http://pt.slideshare.net/lipamufca/malria-20151>. Acesso em jun.
2016.

O P. vivax é capaz de invadir somente reticuldcitos, eritrocitos 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 € o receptor da molécula ligante ao P. vivax
Duffy Binding Protein (PvDBP) que esta localizada nos micronemas e, apenas

momentos antes da invaséao, € liberada na superficie do merozoito (HORUK et
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al., 1993). 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. 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 Duffy
nos eritrocitos, recentemente varios estudos relataram casos de individuos
Duffy negativos infectados com P. vivax, sugerindo que estes individuos
poderiam se infectar pelo protozoério, provavelmente por meio de outros
receptores envolvidos no reconhecimento eritrocitario (CAVASINI et al., 2007,
MENARD et al., 2010; WOLDEAREGAI et al., 2013). O processo de invaséo do
eritrocito pelo Plasmodium é complexo e envolve varias 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 juncao irreversivel no ponto de
contato entre a porcéo apical do parasito e a membrana celular do eritrécito; (4)
movimentacdo da juncdo ao redor do merozoito com invaginacdo da
membrana do eritrOcito para que o parasito ocupe a porcao interior da célula e
seja circundado pelo vacuolo parasitoforo. Os dois eventos iniciais, envolvendo
o reconhecimento e adeséo do parasito, sdo aparentemente de baixa afinidade
e reversiveis (COWMAN; CRABB, 2006). Ambas as etapas permitem ao
parasito diferenciar um eritrécito competente para invasao 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, o processo de invaséo se
torna irreversivel (MUELLER et al., 2009).

A formacédo das juncdes irreversiveis, e posterior invasdo da célula sédo
mediadas pela interagcdo 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
RONSs (do inglés rhoptry nech protein) participam da formacdo da juncdo de
movimento que permite a invasdo do merozoito. As RONs- 2, 4 e 5 sédo
inseridas na membrana do eritrécito, e apos a ligagcdo de AMA-1 com a RON-2,

tem-se uma estrutura em forma de anel que circunda o merozoito, permitindo
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assim, a entrada do parasito na célula hospedeira (GAUR e CHITNIS, 2011). A
infeccdo de hemacias imaturas por P. vivax produz invaginacdes que contém
antigenos altamente polimérficos codificados pelo parasito. Todas estas
proteinas que participam do processo de invasdo e desenvolvimento do P.

vivax sdo potenciais alvos do sistema imune do hospedeiro.

1.3 Resposta Imune e Maléria vivax

Mecanismos inatos, humorais e celulares sdo envolvidos na resposta
imune a malaria, com a participacdo de células, citocinas, receptores e
anticorpos, que podem eliminar o0 agente etiolégico ou acarretar em
complicagBes imunopatolégicas (MEDINA et al., 2011; GAZZINELLI et al.,
2014). Os mecanismos mediadores da protecdo conferida pelos anticorpos
incluem: 1) inibicAo da invasdo dos merozoitos aos eritrécitos. Anticorpos
ligados a proteinas envolvidas no processo de invasdo impedem a ligacao
destas proteinas com seus receptores localizados no eritrécito, prevenindo
assim, a invasdo aos merozoitos (BLACKMAN et al.,, 1990); 2) inibicdo do
crescimento do parasito intraeritrocitico em associacdo com mondcitos
(mecanismo conhecido como ADCI, do inglés antibody dependent cellular
inhibition). Apds a ruptura do esquizonte, os eritrécitos infectados séo
opsonizados por IgGl e 1gG3, que ligam-se por meio da porcdo 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. Além disso, sugere-se que eritrocitos infectados pelo P. vivax
apresentam deformabilidade aumentada, o que os possibilita a atravessarem o
baco sem que sejam destruidos (FERNANDEZ-BECERRA et al., 2009). Assim,
anticorpos ligados aos eritrécitos infectados poderiam diminuir esta
deformabilidade, facilitando o clareamento pelo baco.

A resposta imune contra o0 Plasmodium pode ser gerada
especificamente contra cada um dos estagios do parasito. No estagio pré-
eritrocitico, que envolve esporozoitos e esquizontes hepaticos, a resposta
imune é mediada por mecanismos humoral e celular. Apesar de sua rapida
permanéncia na corrente sanguinea, 0s esporozoitos sdo capazes de estimular

a producao de anticorpos. O papel protetor dos anticorpos durante este estagio
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envolve uma gama de mecanismos, incluindo o bloqueio da invasdo dos
esporozoitos aos hepatécitos (CHAPPEL et al.,, 2004), opsonizacdo 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 producao de IFN-y (GOOD e DOOLAN, 1999). Além disso, a resposta imune
também pode ser dirigida contra os estagios sexuais do parasito. Esta
resposta, também conhecida como imunidade blogueadora de transmissao, 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 fertilizacdo e formacéo dos
oocinetos no estdbmago dos mosquitos (TSUBOI et al., 2003). Demonstrou-se
que individuos expostos a sucessivas infec¢cdes adquirem anticorpos contra 0s
estagios sexuais do parasito, uma vez que o soro destes individuos é capaz de
bloquear a transmissdo (AREVALO-HERRERA et al., 2005). A producédo de
espécies reativas de oxigénio e de citocinas pro-inflamatérias é capaz de
inativar os gametécitos ainda dentro do hospedeiro vertebrado (LONG et al.,
2008).

Sendo assim, pode-se observar que o P. vivax induz resposta imune
especifica no hospedeiro por meio de mecanismos humorais (Linfocito - Th2) e
celulares (Linfécito - Thl). Os mecanismos humorais sdo caracterizados pela
participacdo de anticorpos que conferem protecdo por opsonizarem merozoitos
e assim impedirem a invasao nas hemacias (RUMMEL et al., 2004). Participam
também desta resposta os Linfocitos T, que apos o reconhecimento de agentes
processados pelas Células Apresentadoras de Antigenos (APCs), liberam
interleucinas (IL) que regulam os macrofagos, células dendriticas, ou até
mesmo, os Linfocitos B para execucdo da resposta imune ao agente etiolégico
(ELIAS et al., 2005).

Os Linfocitos B séo ativados por meio da liberacdo das IL-2, IL-4 e IL-5,
que determinam a classe de anticorpos a ser produzida, assim como a
mudanca de isotipos de imunoglobulinas. Na resposta celular, as ILs liberadas

pelos Linfocitos T, aumentam a atividade fagocitica de macréfagos, neutrofilos,
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células dendriticas, mondcitos e linfécitos natural killer (NK), com a finalidade
de combater a infeccdo (RUMMEL et al., 2004; JAIN et al., 2010; WIPASA et
al., 2011; MEDINA et al., 2011).

Os linfécitos T sdo ativados quando os receptores de células T (TCR) e
0s co-receptores CD4 ou CD8 sdo capazes de reconhecer o Complexo
Principal de Histocompatibilidade (MHC), expresso nas APCs, ligados com
antigenos peptidicos processados por mecanismos lisossémicos ou
proteossémicos (RUMMEL et al., 2004; ELIAS et al., 2005). Entretanto, essa
ligacdo ndo determina a expansao clonal, a qual necessita ainda de um
segundo sinal co-estimulatério, que é emitido pela mesma APC, através de
glicoproteinas denominadas de B7.1 ou CD80 e B7.2 ou CD86 , que se ligam
ao seu receptor correspondente nas células T, a molécula CD28 (ELIAS et al.,
2005).

CD28 foi a primeira molécula coestimulatoria descoberta apds o conceito
de que o processo para a ativacdo de células T requer sinais adicionais além
do antigeno especifico reconhecido pelo TCR. Em humanos, CD28 é 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). A coestimulagédo de CD28 aumenta
a producdo de diferentes citocinas, especialmente a da IL-2, (FRASER et al.,
1991). Além disso, a sobrevivéncia das células T € aumentada, em parte, pela
inducdo da expressdao de proteinas antiapoptéticas, incluindo Bcl-XL
(SPERLING et al., 1996). Assim, devido a esta variedade de mecanismos, a
coestimulacdo mediada por CD28 aumenta a resposta efetora de células T ao
antigeno.

Apos a identificagdo de CD28, uma molécula relacionada, denominada
de CTLA-4 foi descoberta em uma biblioteca de cDNA de células T CD8+
(BRUNET et al., 1987). Experimentos utilizando anticorpos contra CTLA-4
sugeriram gque esta molécula estava envolvida com a inibicdo da ativacdo de
células T (KRUMMEL e ALLISON, 1995). Funcionalmente, foi demonstrado o
papel inibidor de CTLA-4 na proliferacdo de células T, progressao do ciclo
celular e na producéo de IL-2 (WALUNAS et al., 1996). Mais recentemente, foi
demonstrado que CTLA-4 influencia a resposta imune do tipo Thl7, uma vez

gue o bloqueio de CTLA-4 por anticorpos monoclonais resultou em um
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aumento da diferenciacdo de células Th17 e da producéo de IL-17 tanto in vivo
como in vitro (YING et al., 2010).

Os ligantes CD80 e CD86 sado provavelmente as moléculas
coestimulatorias mais bem caracterizadas e sdo expressas predominantemente
na superficie das APCs, tais como células dendriticas, macrofagos e linfocitos
B ativados (FREEMAN et al., 1993). O importante papel desta via de
coestimulagdo na ativacdo das células T € evidenciado por uma série de
experimentos. Em diversos modelos animais de doencas cuja ativacdo de
células T é critica, o bloqueio de CD80 e CD86 inibiu o desenvolvimento das
doencas (YAO et al., 2012). Na figura 2, tem-se um esquema representativo do
processo de ativacao do Linfocito T e diferenciacao do Linfocito B.

Figura 2 - Ativacdo do Linfécito T e diferenciacdo do Linfécito B em

Plasmadcito com posterior secrecdo de anticorpos.
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Fonte: Elias et al., 2005 e Rummel et al., 2004, com modificacbes.

1.4Proteina Circunsporozoita (CSP) e as variantes do P. vivax

O esporozoito é a forma infectante do Plasmodium que é inoculado a partir
da glandula salivar do vetor em seu repasto hematofagico. Por ser a primeira
forma a entrar em contato com o sistema imune do hospedeiro houve interesse

dos cientistas em se tentar desenvolver vacinas antimalaricas. Estes
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esporozoitos de P. vivax estdo cobertos por uma proteina denominada
circunesporozoita (CSP), que é altamente imunogénica (COPPI et al., 2011). A
estrutura desta proteina foi caracterizada em 1985 (ARNOT et al., 1985) e
recebeu o nome de proteina circunsporozoitica, de forma abreviada, CSP. O
gene CS (Figura 3) possui um dominio central constituido por nucleotideos
repetidos “in tandem” que séo 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
| (RI) que segue na direcdo amino-terminal e a regido Il (RIl) a 54 aminoacidos
da direcdo carboxi-terminal da proteina (DE LA CRUZ et al., 1988). A proteina
contém 373 aminoacidos e apresenta uma regido central de 19 sequéncias
repetidas constituidas pelo nonapeptideo Asp-Arg-AlaAsp/Ala-Gly-GIn-Pro-Ala-
Gly (DRAD/AGQPAG) (ARNOT et al., 1985).

Figura 3: Estrutura do gene CS de P. vivax
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Estrutura do gene CS de P. vivax, com duas regibes terminais ndo repetidas altamente
conservadas (Rl e RIl); um dominio central repetido (CR), com um numero variavel de
repetices sequenciais e, uma regido curta de insercéo (IR).
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Fonte: Qari et al. (1993a).

No gene da CSP ha variantes genéticas do dominio de repeticdo central que
sdo caracterizadas pelos genoétipos VK 210, VK 247 e P-vivax like (ARNOT et
al., 1985). Por meio do diagnostico molecular do gene CS de P. vivax, estudos
demonstraram a presenca das trés variantes em nosso pais a partir de

amostras dos Estados de Rondbnia, Amapa e do Pard, evidenciando que a
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variante VK210 pode ser encontrada em infec¢cdes simples e em concomitancia
com as outras duas variantes, enquanto a VK247 e a P. vivax-like foram
detectadas apenas em infeccbes mistas (MACHADO e POVOA, 2000;
MACHADO et al., 2003).

Varios outros estudos foram realizados com o objetivo de avaliar a
distribuicdo global das variantes do Plasmodium vivax. O genétipo VK247 foi
encontrado em areas endémicas na Tailandia (KAIN et al., 1992, 1993a,
1993b), na América do Sul, Africa (GONZALEZ et al., 2001), México e
Afeganistdo (RODRIGUEZ et al., 2000). Qari et al. (1993b) mostraram a ampla
distribuicdo da variante P. vivaxlike analisando amostras de sangue oriundas
de regides geogréficas distantes como Papua Nova Guiné, Brasil, Indonésia e
Madagascar. Estudos sorologicos e moleculares tém demonstrado que estes
genatipos circulam por todo o pais, principalmente na Amazoénia brasileira. O
gendtipo VK210 é o mais comum e o VK247 e P.vivax-like tinham sido
encontrados apenas em infeccbes mistas (MACHADO e POVOA, 2000;
MACHADO et al., 2003). No entanto, uma década apos o primeiro estudo
genotipico realizado em cinco diferentes estados da Amazbnia brasileira,
observou-se que o perfil de distribuicho mudou pois o gendtipo VK247
e P. vivax-like também foram detectados em infec¢Bes Unicas em uma area
do Estado do Para (STORTI-MELO et al., 2009). Além disso, observa-se que,
embora o genétipo VK210 seja 0 mais prevalente no Brasil, evidéncias revelam
uma forte adaptacdo da variante VK247 no sudeste do Para, bem como a
associacdo desse gendétipo a uma alta parasitemia dos individuos infectados,
podendo representar um problema de salude publica, visto o aumento da
possibilidade de ressurgimento de epidemias de malaria vivax em comunidades
susceptiveis (SANTOS et al., 2016).

A diversidade genética que o gene da CSP apresenta tem sido util em
estudos epidemioldgicos, pois permite compreender a dinamica de transmissao
da doenca, bem como a relacdo parasito- hospedeiro (SOUZA-NEIRAS, et al.,
2010). A avaliacédo do padréao de distribuicdo das variantes do gene da CS na
fronteira entre o Brasil e a Guiana Francesa mostrou que 0s mesmos genotipos
qgue circulam na Guiana Francesa sédo encontrados no municipio do Oiapoque
(Brasil), sugerindo que pode ocorrer dispersdo de populacdes de parasitos
entre os dois paises (GOMES et al., 2016).
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Em pacientes provenientes de area Pré-Amazbnica no Estado do
Maranh&o, Ribeiro e colaboradores (2016) mostraram que polimorfismos no
gene da CSP podem influenciar o perfil de citocinas plasmaticas, pois
individuos infectados pela variante VK247 apresentaram elevada parasitemia e
altas concentracfes de IL-6, mas ndo se observou o efeito antiinflamatoério da
IL-10. Nos individuos infectados com o gendtipo VK210 estas duas
Interleucinas (IL- 6 e IL-10) apresentaram uma correlacdo positiva e associacao
com a diminuicdo na parasitemia. Assim, sugere-se que a variante VK210
induz a producéo de citocinas regulatorias, 0 que aparenta ser um mecanismo
de escape do sistema imunolégico. Nos pacientes infectados pelo gendétipo
VK247 observa-se que ha um predominio de citocinas inflamatorias, além de
elevada parasitemia, o que resulta em infeccbes mais graves; de tal modo que
os polimorfismos no gene da CSP podem influenciar no desfecho clinico da
malaria vivax, incluindo a carga parasitaria e o equilibrio de citocinas.

A regido repetitiva da CSP também tem sido utilizada para identificar
espécies de plasmadios em anofelinos (BRANQUINHO et al., 1993; CURADO
et al., 1997). Branquinho e colaboradores (1997) identificaram a presenca de
anofelinos infectados utilizando anticorpos monoclonais dirigidos contra a CSP
de P. vivax VK210 e VK247 em areas remanescentes de Mata Atlantica do
Estado de Sao Paulo, regido ndo endémica de malaria. Em area endémica,
Marrelli e colaboradores (1998) observaram uma prevaléncia de 15% de
anofelinos infectados testados com anticorpos para P. vivax-like e P. simiovale,
no Estado do Acre. No Pard, Silva e colaboradores (2012) notaram que os A.
Aquasalis e A. darlingi séo suscetiveis as variantes VK210 e VK247.

Recentemente, abordagens moleculares e filogenéticas foram integradas
para analisar a diversidade da CSP do P. vivax e as relagfes genéticas destes
parasitos na Costa do Oceano Pacifico da América Latina, com outros isolados
de diferentes areas endémicas ao redor do mundo (GONZALES-CERON.,
2013). Os autores somente investigaram a presenca dos genétipos VK210 e
VK247, visto o P. vivax-like ndo ser encontrado nestes paises, e desta forma
mostraram que estes dois genotipos apresentaram uma distribuicdo geografica
nao homogénea entre as areas investigadas. No sul do México, ambos os
gendtipos estavam presentes, enquanto que na Nicardgua e no Peru os

gendtipos VK210 e VK247 foram detectados isolados, respectivamente.
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Amostras de parasitos provenientes de cinco vilas na Nicardgua mostram uma
menor prevaléncia, ou ndo existéncia, de VK247. Além disso, amostras de P.
vivax coletadas em diferentes regides da Guatemala e nos municipios de
Honduras apresentaram o genétipo VK210. Da mesma forma, a predominancia
de infec¢cdes simples com o gendtipo VK247 numa regido da Coléombia, foi
similar ao observado em um municipio da fronteira peruana. Os resultados
ainda constataram que nenhuma variacdo genética foi detectada nas
sequéncias de VK247, por outro lado, observou-se variagdo genética nos
genatipos VK210 em isolados no sul do México e na Nicaragua.

Estes resultados fornecem informagdes suficientes para permitir uma
classificacdo diferencial de parasitos VK210. Seis diferentes sequéncias no
gene da porcdo central da CSP do VK210 foram identificadas; quatro no
México (VK210 a, b, c e d) e trés na Nicaragua (VK210 a, e e f). O Subtipo
VK210a foi observado em ambos os paises e foi o0 mais frequente; os subtipos
E e F da Nicardgua foram menos frequentes, e poderiam ser variagdes locais
do subtipo VK210a. A melhor resolucdo foi dada pela sequéncia de
nucleotideos VK210al e all (detectados apenas no México) e subtipo alll
(detectado apenas na Nicaragua). Com a enzima de restricdo Alu | digeriu-se
toda a regiao repetitiva do gene codificador da CSP, sugerindo a presenca de
outros genotipos provaveis na regido repetitiva de VK210a (SOUZA-NEIRAS et
al.,2010).

Além disso, os autores estudaram a filogenia destes parasitos a partir
sequéncias de nucleotideos de diferentes regiées do gene da CSP em isolados
destas mesmas areas endémicas. Observou-se uma diversidade genética do
gene que se restringe, principalmente, a por¢céo repetitiva da regido central e
porcdo terminal 3'. Ressaltou-se que esta variacdo pode ocorrer devido a
mudanc¢as no tipo de nucleotideos e no numero de repeticbes da porcao
repetitiva. Mostraram ainda, que estes dados estdo em acordo com as
informacdes de Hughes (2004), em que se sugere que o VK247 é
provavelmente mais ancestral do que VK210. Além disso, o genoétipo VK247
exibe alta identidade na extremidade carboxi terminal com a sequéncia relatada
para com a CSP do Plasmodium cynomolgi (Gen Bank AB524342.1). Os
autores ressaltam que a possibilidade da porgéo repetitiva do VK247 ser mais

estavel do que a do VK210 ndo pode ser excluida e que a introducdo dos
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parasitos com genétipos VK247, VK210 b, ¢ e d pode ter ocorrido em
momentos diferentes.

A disponibilidade das sequéncias do genoma de muitos isolados de P.
vivax e a analise de haplétipos da estrutura podem auxiliar na distribuigéo
complexa do parasito no Brasil, bem como na relacdo com a diversidade
genética ao redor do mundo. Além disso, Taylor e colaboradores (2013)
analisando o DNA mitocondrial de amostras sanguineas infectadas com o P.
vivax, propuseram que, ao contrario do que se observa em isolados
provenientes da Asia, onde a migracdo humana aumenta a diversidade
genética local, os efeitos combinados da estrutura geogréfica e a baixa
incidéncia de malaria vivax nas Ameéricas resultou em padrbes de baixa
diversidade genética local, mas de propor¢cdes elevadas desta diversidade
genética em nivel regional. Isso poderia explicar as opinides anteriores que o
P. vivax nas Américas tem baixa diversidade genética, pois estes informacdes
foram baseadas em estudos realizados em é&reas limitadas. Deve-se ressaltar
que no Brasil, além da VK210 e a VK247, circula a P. vivax-like e que o nivel
de endemicidade do P. vivax varia de acordo com a é&rea endémica. A
elucidacao do padréo geografico do complexo P. vivax € importante tanto para
as avaliacdes de diversidade de genes que codificam antigenos candidatos a
vacinas, bem como na formulacéo e estruturacdo de medidas de vigilancia que

visem o controle da malaria.

1.5 Genes Humanos moduladores da Resposta Imunoldgica

O Receptor de Células T (TCR) é um heterodimero formado por duas
cadeias polipeptidicas unidas entre si por pontes dissulfidricas, que na
superficie dos linfocitos T, estdo ligados a uma molécula sinalizadora,
denominada CD3. O TCR é formado por duas cadeias peptidicas (a e B) ou
pelas cadeias (y e 0). Estas cadeias apresentam regides constantes e
variaveis, que atribuem especificidade ao antigeno e se diferenciam entre os
clones celulares (LAROCQUE et al., 1996). A especificidade dos TCRs é
fornecida, principalmente, pela selecdo e rearranjo de segmentos génicos nao
contiguos nas regifes variaveis das cadeias alfa e beta ou gama e delta. Os
segmentos génicos das cadeias beta e delta sdo classificados como variavel
(V), diversidade (D), juncdo (J) e constante (C) (WILSON et al., 1988;
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WESTWOOD et al.,, 1998), enquanto que nas cadeias alfa e gama sé&o
originadas pela recombinacdo dos segmentos V, J e C (WESTWOOD et al.,
1998). Na figura 4, tem-se um esquema representativo das cadeias peptidicas

alfa e beta do TCR bem como suas regifes constantes e variaveis.

Figura 4: Esquema representativo das cadeias peptidicas alfa e beta do

TCR bem como suas regifes constantes e variaveis.
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Fonte: Disponivel em http://www.microbiologybook.org/Portuguese/immuno-port-

chapter10.htm. Acesso: Ago. 2016.

Primeiramente, polimorfismos nos genes que codificam as cadeias
variaveis podem expressar diferentes ndmeros de segmentos génicos ou
mudar a sequéncia de aminoacidos do produto do gene. Em segundo lugar, as
células T podem ser selecionadas ou deletadas no timo dependendo do tipo de
TCR que apresentam (MALHOTRA et al., 1992). Além disso, os genes do MHC
tem como funcao atuar na selecado timica dos linfécitos, induzindo a expresséo
preferencial de algumas cadeias alfa e beta, fator mais importante na definicao
do repertério de cadeias variaveis do TCR (LIAO et al., 1989; DAVEY et al.,
1991). Por ultimo, a exposicdo de células T maduras a antigenos externos

pode estimular a proliferacdo de células T que apresentam TCRs utilizando
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cadeias alfa ou beta (MALHOTRA et al., 1992). A expressao de cadeias 3 do
TCR tem sido amplamente investigada em diversas doencas em que a
atividade imunolégica parece exercer um papel importante (CHARMLEY et al.,
1993; POSNETT et al., 1994; DE INOCENCIO et al., 1995).

Alguns dos polimorfismos identificados no gene do TCR séo observados
na cadeia beta. Dentre o0s polimorfismos encontrados nesta regido, 0s
TCRBV20S1 (C/T) e TCRBV3S1 (C/T) tém sido amplamente investigados.
Estes parecem afetar significativamente o repertério dos receptores de células
T, por modificar a capacidade de desenvolvimento de uma resposta
imunolégica. (CHARMLEY et al., 1993; POSNETT et al., 1994). Estudos
avaliando estes polimorfismos demonstraram que a presenca do alelo nulo no
segmento génico do TCRBV20S1 pode estar associada a um aumento de
susceptibilidade a Esclerose Sistémica (BREDEMEIER et al., 2008). Em
relacdo a maléria, Carpenter e colaboradores (2009) encontraram uma fraca
evidéncia de associacao da regido TCRBV3S1 com densidade parasitaria em
relacdo a infeccdes por espécies de P. falciparum.

Na maléria vivax as citocinas sdo liberadas depois da ruptura do
esquizonte no ciclo eritrocitico (MEDINA et al., 2011). O equilibrio entre as
citocinas pr6 e anti-inflamatérias € necesséario para garantir o controle das
alteracdes imunopatoldgicas, além de determinar os niveis de anemia, carga
parasitaria, grau de pirexia, gravidade clinica, a evolucdo da doenca e até
mesmo, a sobrevida (SOHAIL et al., 2008; JAIN et al., 2010; MEDINA et al.,
2011).

A familia génica da Interleucina-1 (IL-1) é composta por 11 membros,
sendo as mais estudadas a IL-1a (IL-1F1), IL-1B (IL-1F2), IL-1ra (IL-1F3) e IL-
18 (IL-1F4) que estéo localizados no brago longo do cromossomo 2 humano
(DINARELLO, 2009). A principal funcdo da IL-1 é participar de reacdes pro-
inflamatoérias em resposta a injlrias teciduais desencadeadas por PAMPS
(padrbes moleculares associados a patdgenos), e por DAMPS (padrdes
moleculares associados a dano tecidual) (WEBER et al., 2010). As IL-1a e IL-
1B sado produzidas em diferentes condi¢cdes inflamatorias, tais como infeccoes,
artrite reumatoide, doencas inflamatorias gastrointestinais e patogéneses
cardiovasculares (AREND, 2002; BUJAK; FRANGOGIANNIS, 2009).
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As IL-1 (a e PB) sado produzidas especialmente por mondcitos e
macréfagos (WEBER et al.,, 2010) além de células epiteliais e endoteliais,
fibroblastos, neutrdéfilos, linfocitos, células dendriticas, hepatécitos e células
musculares. Suas células-alvo principais sdo macréfagos, linfocitos,
granulécitos e células dendriticas (VICENOVA et al., 2009). A IL-1a é
encontrada no interior das células como molécula precursora ativa e exerce um
papel importante nos processos inflamatdrios, pois estimula a atividade do IFN-
y. Na maioria das vezes, nao é observada na circulagdo ou fluidos corporais.
Além do mais, pode estar fixada na superficie de mondcitos e linfécitos B,
sendo denominada IL-1a de membrana (DINARELLO, 2009). A IL-1B é
sintetizada primariamente por mondcitos, macréfagos teciduais e células
dendriticas, bem como por linfocitos B e células NK, sendo considerada a
forma predominante da IL-1. Diferentemente da IL-1a, esta interleucina é
sintetizada na forma precursora inativa, ativada e secretada por via néo
convencional, atuando de forma paracrina ou sistémica (WEBER et al., 2010).
Em sintese, a IL-1a e IL-1B induzem a expressdao génica em diversos tipos
celulares, agindo como citocinas pro-inflamatérias (DINARELLO, 2009;
WEBER et al., 2010).

Os polimorfismos nos genes IL1A (-889 C/T) e IL1B (-511 C/T)
(rs16944), ambos localizados no braco longo do cromossomo 2, demonstraram
associacdo com o desenvolvimento de periodontite, retinocoroidite
toxoplasmica, colite ulcerativa e Lupus Eritematoso Sistémico (CARTER et al.,
2001; MOREIRA et al. 2005; 2007; KOMATSU et al., 2008; CORDEIRO et al.,
2008). Além disso, as variantes alélicas tém sido associadas a uma maior
producdo destas citocinas (POCIOT et al., 1992; DANIS et al., 1995; HURME;
SANTILLA, 1998; CARTER et al.,, 2001; SMITH; HUMPHRIES, 2009). Um
estudo com maléria falciparum para o polimorfismo no gene da IL1B (-511 C/T)
no grupo étnico Fulani, descendentes de africanos, sugeriu que a presenca do
alelo polimorfico pode influenciar na susceptibilidade a doenca (ISRAELSSON
et al., 2011). O mesmo SNP também foi associado com anemia em pacientes
com malaria grave (OUMA et al., 2008).

A interleucina-2 (IL-2) € wuma glicoproteina monomérica com
aproximadamente 15 KDa de peso molecular. Caracteriza-se como uma

citocina proé-inflamatéria secretada por células do tipo Thl. Desempenham um
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papel central na ativacdo da célula T e pode também aumentar a atividade
citolitica das células natural killer (NK) (LENARDO, 1991; SAKAGUCHI et al.,
2008). Além disso, a IL-2 contribui para o desenvolvimento de células T
reguladoras, regulando a expansdo e a apoptose entre as células T ativadas
(LENARDO, 1991; D'SOUZA; LEFRANCOIS, 2003). A IL-2 também tem
influéncia nos fendmenos de sobrevida, de diferenciacdo (GAFFEN; LIU, 2004),
de formacdo de células de memoria imunolégica (MALEK; BAYER, 2004) e
também atua como regulador negativo da ativacdo imune (GAFFEN, 2001).
Sendo assim, pode-se dizer que esta molécula exerce um papel multifacetario
na fungdo imunologica.

Dois polimorfismos, -330 T/G e + 114 T/G, (rs2069762 e rs2069763,
respectivamente) foram identificados no gene da IL2. O polimorfismo -330 T/G
(rs2069762), localizado na regido promotora do gene, esta relacionado com um
aumento da susceptibilidade a doencas inflamatérias e canceres, incluindo
artrite reumatoide e leucemia mieléide (AMIRZARGAR et al., 2005; SHIN et al.,
2008; WU et al., 2009), alterando também os niveis da IL-2 (TOGAWA et al.,
2005; SHIN et al., 2008; WU et al., 2009), fato este confirmado, visto que a
presenca do alelo G na posi¢cao — 330 do gene esteve correlacionada com uma
reducado na producéo de IL-2 in vivo (MATESANZ et al., 2004).

Diversos estudos tém evidenciado a associacdo entre polimorfismos de
genes humanos envolvidos na entrada do parasito no eritrocito e na
susceptibilidade a malaria vivax. Além disso, associacdes entre variabilidade
em genes codificadores de moléculas envolvidas na resposta imune tém
caracterizado alteracbes no padrdo da parasitemia, aspectos clinicos, e
também em relacéo a susceptibilidade a doenca (SOHAIL et al., 2008; DRISS
et al., 2011).

No Brasil, com relacdo aos receptores e ligantes do P. vivax na invasao
eritrocitaria tem se observado que individuos heterozigotos (FyA/FyB) para o
grupo sanguineo Duffy sdo mais suscetiveis a maléaria vivax (CAVASINI et al.,
2007; CERAVALO et al., 2010). Além disso, individuos Duffy negativos podem
se infectar com este protozoario, provavelmente por meio de outros receptores
envolvidos no reconhecimento eritrocitario (CAVASINI et al., 2007; MENARD et
al., 2010). O papel do sistema HLA (Human Leucocyte Antigen) na resposta

imune aos antigenos do Plasmodium tem sido amplamente investigado e
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diferencas alélicas nestes genes mostraram resultados contraditérios nas
diversas areas endémicas estudadas, inclusive no Brasil, e parece pouco
provavel que estes sejam 0s Unicos responsaveis por desvios da resposta
imune (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2004; STORTI-MELO et al., 2012).

A susceptibilidade e resisténcia para malaria podem estar relacionadas a
selecdo natural, fatores genéticos do hospedeiro e do agente, idade, etnia, e
esses por sua vez, envolvidos na resposta imunoldgica, sintomas e niveis de
parasitemia (SILVA-SANTOS et al., 2012; LOKOSSOU et al., 2013).

Em decorréncia dos dados obtidos pelo sequenciamento do genoma
humano, o conhecimento dos genes envolvidos na resposta imune e a
verificacdo das implicacdes de sua variabilidade com relacdo a causa de
doencas € uma etapa de interesse, atualmente. Além de genes e alelos
envolvidos na patogénese de nosologias, os trabalhos de associacdo também
permitem que sejam determinadas as frequéncias populacionais destes alelos.
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. Esses estudos também contribuem para o conhecimento da evolucdo
e das implicacdes funcionais do polimorfismo genético. Dessa forma, os
resultados desta investigacdo poderdo contribuir na identificacéo e participacao
efetiva de genes humanos na modulacédo da resposta imune com o objetivo de
produzir informacdes para melhor compreender o novo cenario relacionado a

malaria vivax.
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2. OBJETIVOS

2.10bjetivo Geral
Apronfundar a investigacdo de polimorfismos genéticos, tanto no parasito como

no hospedeiro, que possam influenciar na resposta imune contra o P. vivax.

2.2 Objetivos Especificos

e Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas de variantes nos genes
TCR, IL1 e IL2 em amostras de pacientes infectados por P. vivax.

e Associar os polimorfismos do gene TCR, IL1 e IL2 com a densidade
parasitaria de pacientes infectados por P. vivax.

e Detectar os niveis plasmaticos de IL-1 e IL-2 e avaliar se estéo relacionados
com os polimorfismos investigados e a densidade parasitaria na populacao
estudada.

e Avaliar a resposta imunoldgica de anticorpos contra os peptideos da CSP e
sua relacdo com as infeccdes causadas pelas variantes genéticas da CSP
de P. vivax (VK210, VK247 e P. vivax-like).

e Avaliar se o0s anticorpos contra a CSP estdo associados com o0s

polimorfismos investigados
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3. METODOLOGIA

3.1Area de estudo

Foram investigados individuos infectados por P. vivax provenientes do
municipio de Goianésia do Para (03°50'33" S; 49°05'49" W), localizado na
mesorregido do sudeste paraense e microrregido Paragominas, limitando-se
com 0s municipios de Breu Branco, Novo Repartimento, Dom Eliseu, Ipixuna
do Par4, Jacunda e Rondon do Pard (Figura 5). A extensdo territorial é de
7.021 Km? e populacdo estimada é de 29.161 habitantes. Sua densidade
demogréfica é de 4,5 habitantes/Km?, e dista da Capital cerca de 350 Km.

Em 2011 e 2012, o nimero de casos de malaria foi de 2.856 e 1.136,
respectivamente, sendo a maior parte 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 em janeiro e agosto (355 e
339, respectivamente). Em 2012 os casos de maléria ocorreram de maneira
constante ao longo do ano, exceto no primeiro trimestre, em que foram
registrados 261, 207 e 137 casos nos meses de janeiro, fevereiro e marco,
respectivamente. Assim, a escolha da regido foi pelo fato deste municipio estar
entre 0s cinco municipios que concentravam 50% dos casos de maléaria do

Estado do Para no ano de 2012, periodo de coleta das amostras sanguineas.

Figura 5: Esquema Representativo de Goianésia do Para: area de

estudo.
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Fonte: SIVEP, 2012. Disponivel em: http://www.goianesiapa.org/planodiretor/plano01.htm, com

modificacdes. Acesso: Ago. 2016.
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3.2 Amostra

Um grupo de 138 amostras previamente avaliadas por Cassiano et. al
(2015) coletadas no municipio de Goianésia do Para, foram analisados.
Destes, foi observado maior frequéncia de homens e idade média de 29.8 +
14.1. Dos 122 individuos que souberam relatar ja terem contraido malaria no
passado, apenas 8 individuos relataram nunca ter tido episédio prévio de
malaria. Com os dados de parasitemia disponiveis para 94 amostras, a média
geométrica da parasitemia foi 769.3 parasitas/mm?. Estes individuos foram
entrevistados e registraram-se dados sobre idade, tempo de residéncia na area
endémica e aquisicao prévia de malaria (quantidade e tempo decorrido desde a
ltima infeccdo). As amostras foram coletadas no principal posto de diagndstico
de malaria do municipio de Goianésia do Para apos a confirmacao de infeccdo
por P. vivax, diagnosticada pela gota espessa e técnicas moleculares, antes
dos pacientes iniciarem o tratamento. A papa de hemacias e 0 soro estavam
armazenados em tubos Eppendorf a -70°C. A reutilizacdo destas amostras
neste projeto foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da UNESP
de nimero 331.162 em 10 de julho de 2013.

3.3 Extracdo de DNA

A extracdo do DNA foi realizada utilizando-se o kit Easy-DNA (Invitrogen,
CA, EUA) com pequenas modificacbes das especificagcbes do fabricante. Em
280 pL de sangue, foram adicionados 450 uL de solucéo de lise (Solucdo A), e
a mistura foi homogeneizada em vortex. Apés incubacao a 65°C por 6 minutos
no bloco térmico, foram adicionados 650 pL de cloroformio. Realizou-se nova
homogeneizagcdo em voOrtex até a mistura apresentar uma coloragéo
achocolatada. Em seguida adicionaram-se 150 pL de solucdo de precipitacéo
(Solucdo B) e homogeneizou-se no vortex até a mistura ficar homogénea.
Realizou-se a centrifugacdo da amostra a 20.000 g por 10 minutos e
transferéncia do sobrenadante para tubo Eppendorf de 1,5 pL. Foi entédo
adicionado 1 mL de etanol 100% gelado e a mistura foi homogeneizada por
inversbes suaves e deixada por 10 minutos a temperatura ambiente. Em

seguida, foi centrifugada a 20.000 g por 5 minutos. O sobrenadante foi
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removido por inversdo e adicionou-se 1 mL de etanol 70% gelado. Apos nova
centrifugagdo a 20.000 g por 2 minutos, o sobrenadante foi removido por
inversao e deixou-se o0 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).

3.4 Genotipagem do TCR

Foram avaliados dois polimorfismos em dois diferentes segmentos génicos
codificadores de cadeias variaveis beta (TCRBV) pelo métdo de PCR-RFLP(do
inglés restriction fragment length polymorphism). As reagbes de PCR foram
realizadas no termociclador DNA MasterCycler, Eppendorf, e os reagentes
utilizados foram da marca Invitrogen. Para analise do polimorfismo do
TCRBV20S1(C/T) foram utilizados o0s seguintes iniciadores: 5’
ATTCATCAATGGCCAGCGAC 3 e 5" GGAGCTTCTTAGAACTCAG 3. Um
mix de reacdo com volume final de 25uL contendo 1 X PCR buffer (20 mM
Tris—HCI pH 8.4, 50 mM KCI), 1.6 mM de MgCl, 0.2 mM de cada dNTP, 0.2 uM
de cada primer e 1 U de Taq Platinum (Invitrogen) foi preparado. A reacao foi
desenvolvida em termociclador (DNA MasterCycler, Eppendorf, Alemanha)
como a seguir: um ciclo inicial de 94°C por 15 min, seguido de 30 ciclos de
94°C por 1 min, 58°C por 1 min e 72°C por 1 min, com uma extensao final a
72°C por 10 min. O fragmento resultante foi de 235 bp e foi digerido com a
endonuclease de restricdo Kpn | . Uma substituicdo de Citosina por Timina leva
a formacdo de um cddon interruptor na sequéncia do segmento génico
TCRBV20S1 e, simultaneamente, elimina um sitio de restricdo desta enzima.
(CHARMLEY et al., 1993). Para analise do polimorfismo do TCRBV3S1(C/T),
as amostras de DNA foram amplificadas pela técnica de PCR utilizando os
seguintes iniciadores especificos: 5° CCTTGATGGCCTGTTTTTCAC 3" e 5
GTGCCATCGGAGCCAGCAC 3. Um mix de reagdo com volume final de 25uL
contendo 1 X PCR buffer (20 mM Tris—HCI pH 8.4, 50 mM KCI), 1.6 mM de
MgCl, 0.2 mM de cada dNTP, 0.2 pM de cada primer e 1 U de Taq Platinum
(Invitrogen) foi preparado. A reacdo foi desenvolvida em termociclador (DNA

MasterCycler, Eppendorf, Alemanha) como a seguir: um ciclo inicial de 94°C
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por 15 min, seguido de 30 ciclos de 94°C por 1 min, 58°C por 1 min e 72°C por
1 min, com uma extensao final a 72°C por 10 min. O tamanho dos fragmentos
resultantes da amplificagdo foi de 431bp. Estes fragmentos foram digeridos
com a endonuclease de restricdo Pvull. As duas variantes alélicas do
TCRBV3S1 diferem somente em um nucleotideo (C/T) e a transicdo de
Citosina para Timina gera um sitio para a enzima Pvu Il dentro do segmento
génico (POSNETT et al., 1994). Para a visualizacado do produto de PCR para
estes SNPs, 5 yL de cada amostra foram aplicados juntamente com 1,5 yL 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 tampédo TEB 1X. Na eletroforese utilizou-se como
marcador de peso molecular de 100 pb (Fermentas, Vilnius, Lituania). Os géis
de agarose foram visualizados sobluz ultravioleta (UV) e armazenados em
fotodocumentador (GEL DOC 2000 - Bio-Rad).

3.5Avaliacdo do Polimorfismo Genético no gene da IL-1B (-511C>T)

Para analise do polimorfismo no gene da IL-1B (-511C>T) (rs16944), as
amostras de DNA foram amplificadas pela técnica de PCR-RFLP (do inglés
restriction fragment length polymorphism). As reacdes de PCR foram realizadas
no termociclador DNA MasterCycler, Eppendorf, e os reagentes utilizados
foram da marca Invitrogen. Foram utilizados iniciadores especificos descritos
por Cantagrel e seus colaboradores em 1999. Um mix de reacdo com volume
final de 25uL contendo 1 X PCR buffer (20 mM Tris—HCI pH 8.4, 50 mM KCI),
1.6 mM de MgCl, 0.2 mM de cada dNTP, 0.2 pM de cada primer e 1 U de Taq
Platinum (Invitrogen) foi preparado. A reacao foi desenvolvida em termociclador
(DNA MasterCycler, Eppendorf, Alemanha) como a seguir: um ciclo inicial de
94°C por 15 min, seguido de 30 ciclos de 94°C por 1 min, 58°C por 1 min e
72°C por 1 min, com uma extensao final a 72°C por 10 min. O tamanho dos
fragmentos resultantes da amplificacdo foram de aproximadamente 305 bp,
que foram digeridos com a endonuclease de restricdo Eco 881. A visualizac&o
do produto de PCR para este SNP consistiu na aplicagcdo de 5 pL de cada
amostra 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%,
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corados com GelRed (Biotium, CA, EUA) e submetidos a eletroforese
horizontal por 1 hora a corrente elétrica de 100 V constantes, conduzida em
tampédo TEB 1X. Na eletroforese utilizou-se como marcador de peso molecular
de 100 pb (Fermentas, Vilnius, Lituania). Os geéis de agarose foram
visualizados sobluz ultravioleta (UV) e armazenados em fotodocumentador
(GEL DOC 2000 - Bio-Rad).

3.6 Genotipagem do SNP -330 T/G e + 114 T/G no gene da IL-2

A determinagcdo do SNP + 114T/G (rs2069763) foi efetuada pelo método
PCR-RFLP (do inglés restriction fragment length polymorphism). As reacfes
foram realizadas no termociclador DNA MasterCycler, Eppendorf, e o0s
reagentes utilizados foram da marca Invitrogen, conforme descrito por Song et
al.( 2012). Para a genotipagem deste SNP foram utilizados os
oligonucleotideos iniciadores 5 ATGTACAGGATGCAACTCCT 3 e 5%
TGGTGAGTTTGGGATTCTTG 3. Um mix de reacdo com volume final de
25uL contendo 1 X PCR buffer (20 mM Tris—HCI pH 8.4, 50 mM KCI), 1.6 mM
de MgCl, 0.2 mM de cada dNTP, 0.2 uM de cada primer e 1 U de Taq Platinum
(Invitrogen) foi preparado. A reacdo foi desenvolvida em termociclador (DNA
MasterCycler, Eppendorf, Alemanha) como a seguir. um ciclo inicial de 94°C
por 15 min, seguido de 30 ciclos de 94°C por 1 min, 58°C por 1 min e 72°C por
1 min, com uma extensao final a 72°C por 10 min.

Os produtos da PCR foram digeridos por 3 h a uma temperatura de 37° C
com a enzima de restricdio Mwol (New EnglandBioLabs). Os produtos da
digestdo (5 pL de cada amostra juntamente com 1,5 yL de corante azul de
bromofenol (0,25% de bromofenol e 40% de sucrose em agua destilada) foram
visualizados 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. Na eletroforese utilizou-se como
marcador de peso molecular de 100 pb (Fermentas, Vilnius, Lituania). Os géis
de agarose foram visualizados sobluz ultravioleta (UV) e armazenados em
fotodocumentador (GEL DOC 2000 - Bio-Rad).

A determinacdo do SNP -330 T/G (rs2069762) foi realizada pelo método de
PCR Alelo-especifico (PCR-CTPP), segundo protocolo descrito por Togawa et

al. (2005). Para a genotipagem deste SNP foram utilizados os seguintes
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oligonucleotideos iniciadores para o alelo G: F1: 5CTG ACA TGT AAG AAG
CAATCT AT 3 e R1L:5-CTC AGAAAATTT TCT TTG TCC 3. Os fragmentos
resultantes para o genotipo GG foram de 215 bp. Os oligonucleotideos
iniciadores utilizados para determinacéo do alelo T foram: F2: 5TTC ACA TGT
TCA GTG TAG TTT TAT 3’'e R2: 5TGT TAC ATT AGC CCA CAC TTA 3'.0s
fragmentos resultantes para o genoétipo TT foi de 152 bp. A visualizacdo do
produto de PCR para este SNP consistiu na aplicacdo de 5 puL de cada amostra
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 tampdo TEB 1X. Na
eletroforese utilizou-se como marcador de peso molecular de 100 pb
(Fermentas, Vilnius, Lituania). Os géis de agarose foram visualizados sobluz
ultravioleta (UV) e armazenados em fotodocumentador (GEL DOC 2000 - Bio-
Rad).

3.7Ensaio de Citocinas

As citocinas foram dosadas no soro previamente separado, com Unico
descongelamento. Os niveis de IL1-alfa, IL1-beta e IL-2 foram avaliados por
citometria de fluxo (CBA), segundo protocolo descrito por Walther et al. (2006).
Os reagentes utilizados foram provenientes do kit para citocinas humanas
(Becton Dickinson Biosciences, San Jose, CA, USA). Foram analisados 50 pL
da amostra por Citbmetro de Fluxo do tipo FACSCanto Il (Becton Dickinson,
San José, CA, EUA), previamente calibrado com “setup beads,” incubadas com
Isotiocianato de fluoresceina (FITC) ou Ficoeritrina (PE), de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Uma curva padrdao foi realizada para cada
citocina e analisadas pelo FACSDiva Software (Becton Dickinson, San
Jose,CA, EUA). Os resultados foram analisados utilizando o FCAP Array 3. 0
software (Becton Dickinson, San Jose,CA, EUA). Para cada citocina foram
guantificados os valores brutos de MFI (Media de Intensidade de
Fluorescéncia). Os valores foram expressos em pg / mL para cada citocina em
comparacao com a curva padrao. As dosagens foram realizadas em duplicata,

e a média aritmética dos dois valores foi utilizada para as analises. Esta analise
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foi realizada em outubro de 2016 no Laboratorio de Imunogenética de Malaria

no Instituto Evandro Chagas/SVS/MS no Para.

3.8. Amplificagdo do fragmento do gene da CSP de Plasmodium vivax
pelo método de PCR- RFLP

As variantes da CSP do P. vivax foram analisadas pelo o método de
PCR- RFLP (do inglés restriction fragment length polymorphism). O DNA
plasmodial foi extraido de uma aliquota de eritrécitos utilizando o Easy-DNA™
Kit (Invitrogen), conforme orientacbes do fabricante. A amplificacdo foi
realizada seguindo o descrito por Cassiano et al. (2011) com modifica¢des. Um
mix de reagdo com volume final de 25uL contendo: DNA de P. vivax, 1 X PCR
buffer (20 mM Tris—HCI pH 8.4, 50 mM KCI), 1.6 mM de MgCl, 0.2 mM de cada
dNTP, 0.2 uM de cada primer (5 AGGCAGAGGACTTGGTGAGA 3 e
5CCACAGGTTACACTGCATGG 3’) e 1 U de Taq Platinum (Invitrogen) foi
preparado. A reacdo foi desenvolvida em termociclador (DNA MasterCycler,
Eppendorf, Alemanha) como a seguir. um ciclo inicial de 94°C por 15 min,
seguido de 30 ciclos de 94°C por 1 min, 58°C por 1 min e 72°C por 1 min, com
uma extenséo final a 72°C por 10 min. Como controle positivo, foram utilizados
trés plasmideos contendo uma insercdo do gene da porcao repetitiva da CSP
amplificado a partir das variantes de P. vivax VK210, VK247 e P.vivax-like
(BlueScript, Stratagene, La Jolla, USA). Para controle negativo de reacao foi
utilizado agua estéril. A reacéo de digestédo foi realizada em um volume final de
20 pL, contendo: 10 U de Alul (Invitrogen), 2uL do tamp&o de reacdo da
enzima, 10 pL do produto de PCR e 7 pyL de &agua esterilizada e livre de

DNAse. As reagdes ocorreram em banho-maria a 37°C, overnight.

3.9 Avaliacédo da resposta sorologica contra CSP de P. vivax

Anticorpos anti-CSP foram detectados utilizando peptideos sintéticos
correspondentes ao epitopo imunodominante das regides repetitivas do gene
da CSP de P. vivax (VK210, VK247 e P. vivax-like) como descrito por

(Cochrane et al., 1990). Resumidamente, as placas ELISA foram incubadas
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“over-night” a uma temperatura de 4 ° C com antigenos nas concentragdes de
1 g/ mL para a variante VK210 e 5 g/ mL para as variantes VK247 e P. vivax-
like. Apdés o periodo de incubacéao, foram saturadas com BSA (Sigma-Albrich,
EUA). Os soros foram diluidos na proporcdo de 1/100 em PBS-T 2,5% BSA e
aplicados na placa de 96 pocos (Corning, Nova York, EUA) em duplicata. Apés
lavagem, 100 microlitros de conjugado IgG anti-humano marcado com
peroxidase (Sigma, St. Louis, MO, EUA) foram adicionados em cada poc¢o da
placa. As placas foram incubadas a 37°C por 1 hora. Apés uma segunda
lavagem, 100 microloitros de substrato [orto-fenilenodiamina e peroxido de
Hidrgénio (Merck, Darmstadt, Alemanha)] foram adicionados em cada poco da
placa e novamente incubados a 37°C por 1 hora. A reacdo foi interrompida

com 100 microlitros de solucdo de H,SO,4 a 1%.

Foram utilizados soros de 25 amostras controles (ndo malaricos) do Rio de
Janeiro como controle negativo do ensaio. O valor ponto de corte (cutoff) foi
determinado como a média da densidade 6tica (DO) + trés desvios padrdo das
amostras controles (valores do ponto de corte: VK210 = 0,073; VK247 = 0,060;
P. vivax-like = 0,070). Para padronizar os dados DO obtidos em diferentes
experimentos, foi calculado um indice DO para cada determinacdo de
imunoglobulina como razéo dos valores observados de DO / ponto de corte. As

amostras com indice de DO > 1,0 foram consideradas positivas.

3.10 Analise estatistica dos dados

As frequéncias genotipicas, alélicas e de individuos portadores de cada alelo
foram estimadas por contagem direta. O Equilibrio de Hardy-Weinberg foi
avaliado utilizando o programa Bioestat v.5.3. As analises estatisticas foram
realizadas utilizando o software R v 3.0.0. Os graficos foram construidos
utilizando o software GraphPadPrism 5.01. Para as analises univariadas,
diferencas nas proporcdes foram aferidas pelo teste do Chi quadrado e as
diferencas nas medianas foram testadas por Kruskall-Wallis ou Mann-Whitney
U-test. As medidas de correlacdo foram realizadas utilizando o coeficiente de
Spearman. As andlises de associagdo envolvendo os SNPs foram realizadas
utilizando o SNPassoc R package (GONZALEZ et al., 2003). Os SNPs foram
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testados seguindo diferentes modelos genéticos (co-dominante, dominante ou
recessivo) em modelos de regressdo logistica multivariada, utilizando
covariaveis tais como idade, género e histoérico de malaria. Valores de p

menores do que 0,05 foram considerados significantes.
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IV. RESULTADOS
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4. RESULTADOS

4.1. Populacéo de Estudo

Um subset (n = 138) da amostra previamente analisada em Cassiano et al.
(2015) foi empregado nesse estudo. Destes, foi observado maior frequéncia de
homens (71%) e idade média de 29.8 = 14.1. Dos 122 individuos que
souberam relatar ja terem contraido malaria no passado, apenas 8 individuos
relataram nunca ter tido episodio prévio de malaria. Com os dados de
parasitemia disponiveis para 94 amostras, a média geométrica da parasitemia
foi 769.3 parasitas/mm?® (95% Cl: 494.3 — 1197.4).

4.2 Frequéncias alélicas e genotipicas de variantes nos genes TCR, IL-

1 e IL-2 em amostras de pacientes infectados por P. vivax.

4.2.1 Frequéncia alélica e genotipica dos segmentos génicos do
TCRBV3S1 e do TCRBV20S1

Foram avaliados dois polimorfismos em dois diferentes segmentos
génicos codificadores de cadeias variaveis beta (TCRBV) em 86 amostras
individuos infectados com Plasmodium vivax. Para analise do polimorfismo
do TCRBV3S1(C/T), o tamanho do fragmento resultante da amplificacéo foi
de 431bp que foi digerido com a endonuclease de restricdo Pvull.
Individuos homozigotos para o alelo selvagem foram identificados pela
presenca de um unico fragmento de 431 bp, refletindo assim, a auséncia do
sitio de restricdo. Porém, individuos homozigotos para o outro mutante
foram identificados pela presenca de um fragmento de aproximadamente
352 bp e os heterozigotos foram identificados pela presenca de dois
fragmentos de 352 e 431bp, respectivamente. Para analise do polimorfismo
do TCRBV20S1(C/T) o fragmento resultante foi de 235 bp e este, foi

digerido com a endonuclease de restricdo Kpn I. Sendo assim, individuos
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homozigotos para o alelo mutante foram identificados pela presenca de um
anico fragmento de 235 bp quando o produto da PCR foi digerido com esta
mesma endonuclease de restricdo. No entanto, o DNA dos homozigotos
para o alelo selvagem foi identificado pela presenca de dois fragmentos de
100 e 135 bp e os individuos heterozigotos apresentaram trés fragmentos

cujos tamanhos foram de 100, 135 e 235 bp.

Para o polimorfismo no segmento génico do TCRBV20S1, o gendtipo
mais frequente foi o CC (53,7%) e o alelo mais frequente foi o C (88,3%).
Para o polimorfismo no segmento génico do TCRBV3S1 o gendétipo mais
frequente foi o TC (46,3%) e o alelo mais frequente foi o C (82,5%). Ambos
0s genes se encontram em equilibrio de Hardy e Weinberg. A parasitemia
variou de 15 a 70.000, com mediana de 1.500 parasitos por microlitro de
sangue. Nao houve diferenca na parasitemia em relacdo aos genaétipos de
TCRBV20S1 (p = 0,63) e de TCRBV3S1 (p = 0,10). As frequéncias

genotipicas associadas com a parasitemia sao apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1: Frequéncia dos polimorfismos em TCRBV3S1 e TCRBV20S1

e associacao com a parasitemia.

Polimorfismo Frequéncia Parasitemia Valor dep

TCRBV3S1 0.10
CcC 35,4 2000
CT 46,3 1500
TT 18,3 1000
TCRBV20S1 0.63
CcC 53,7 1500
CT 35,3 2000

TT 11,0 3000
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4.2.2 Frequéncia alélica e genotipica do gene da IL1B

Para analise do polimorfismo no gene da IL1B (-511T/C) (rs16944),
foram analisadas 86 amostras de DNA de individuos infectados por P. vivax. O
tamanho dos fragmentos resultantes da amplificacdo foram de
aproximadamente 305 bp. Estes foram digeridos com a endonuclease de
restricdo Eco 881 e visualizados em gel de agarose 1,5%. A presenca do alelo
T foi identificado por um fragmento de 305 bp e o alelo C pela presenca dos
fragmentos de 115 e 190 bp. O gendtipo mais frequente foi o TC (62,8%),
seguido do TT (24,4%) e o menos frequente foi o CC (12,8%). O alelo mais
frequente foi o T (86,0%).

4.2.3 Frequéncia alélica e genotipica do gene da IL2

A determinacdo do SNP + 114T/G (rs2069763) foi efetuada pelo método
PCR-RFLP com 86 amostras de DNA de pacientes infectados por P. vivax. Os
fragmentos resultantes para o genétipo GG foram de 111 e 151 bp, enquanto
que para o genotipo TT foram de 262 bp e o heterozigoto apresentou 0s
fragmentos de 111,151 e 262 pb. O gendtipo mais frequente foi o TG (54,1%),
seguido do GG (41,2%). O menos frequente foi o TT (4,7%). O alelo mais
frequente foi G (95,3%).

A determinac¢do do SNP -330 T/G (rs2069762) foi realizada por PCR
Alelo-especifico (PCR-CTPP) com 86 amostras de DNA de pacientes
infectados por P. vivax. Os fragmentos resultantes para o genétipo GG foram
de 215 bp. Os fragmentos resultantes para o gendtipo TT foram de 152 bp. O
gendtipo mais frequente foi TT (60,46%), seguido do TG (36,04%) e 0 menos
frequente foi 0 GG (3,50%). O alelo mais frequente foi o T (96,5%).

4.3 Associacdes entre os polimorfismos do gene TCR, IL-1betae IL-2 e a
densidade parasitaria de pacientes infectados por P. vivax

A associacdo entre variabilidade de genes codificadores de moléculas
envolvidas na resposta imune tem caracterizado alteragbes no padréo da
parasitemia, aspectos clinicos e também em relacdo a susceptibilidade a
doenca. De acordo com quadro 1 abaixo, pode-se observar que a associacéo

dos SNPs estudados com a densidade parasitaria do individuo infectado pelo
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P. vivax nao resultou em valores significativos nos modelos genéticos
avaliados.

Quadro 1: Associacdo dos SNPs com a Parasitemia dos individuos
analisados infectados por P. vivax.

Gene SNP Frequéncia HWE | Parasitemia | Valor
dep
TCRBV 20S1 0.27 0.52
CcC 54.2 3,682
CT 34.9 2,731
TT 10.9 2,900
TCRBV 3S1 0.65 0.19
CC 36.1 5,332
CT 45.8 2,203
TT 18.1 1,932
IL2 -330T>G 0.75 0.81
TT 60.3 2,493
TG 36.1 4,651
GG 3.6 2,770
IL2 0.04 0.59
+114G>T
GG 41.2 2,691
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GT 54.1 3,760
TT 4.7 3,275
IL1B -511C>T 0.04 0.70
CcC 14.5 2,635
CT 61.2 3,953
TT 24.2 1,792

HWE — em portugués: Equilibrio de Hardy-Weinberg. O Equilibrio de Hardy-
Weinberg foi avaliado utilizando o programa Bioestat v.5.3. Os SNPs foram
testados seguindo diferentes modelos genéticos (co-dominante, dominante ou
recessivo) em modelos de regressdo logistica multivariada. Valores de p

menores do que 0,05 foram considerados significantes.

4.4 Genotipagem da CSP

Das 138 amostras do estudo, o gene da CSP do P. vivax foi amplificado
com sucesso em 131 amostras (94.9%). Infec¢cbes contendo apenas a
variante VK247 foram as mais comuns (45.8%), seguida por infeccdes
simples com a variante VK210 (36.6%) e infec¢cdes mistas contendo as
variantes VK210 e VK247 (13.7%). A variante P. vivax-like foi detectada
isoladamente em apenas uma amostra e quatro amostras apresentaram
infeccbes mistas com as trés variantes. Nao houve diferenca significativa na
parasitemia entre infecgcbes contendo a variante VK210 (média geométrica
= 460.2 parasitas/mm?, 95% ClI: 224.3 — 903.6) e a variante VK247 (média
geométrica = 965.9 parasitas/mm?® 95% Cl: 562.9 — 1657.6) (p = 0.20,
Mann-Whitney test).

4.5 Reconhecimento de anticorpos de variantes de PvCSP

Dos 133 individuos infectados com P. vivax 28.2% apresentaram
anticorpos especificos para pelo menos uma das variantes de CSP. A
frequéncia de respondedores para as variantes VK210, VK247 e P. vivax-like

foi de 22.6%, 8.3% e 12.0%, respectivamente (Figura 6A). A prevaléncia e o
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indice de reatividade dos anticorpos para CSP foi maior para a variante VK210
quando comparada a VK247 (p = 0.001). Em relacdo a magnitude (RI) da
resposta de IgG, observa-se maiores niveis para a variante VK210 (mediana =
0.60; 1Q: 0.43 — 0.87) comparado as variantes VK247 (0.39; 1Q: 0.30 — 0.52) e
P. vivax-like (0.43; 1Q: 0.36 — 0.62) (p < 0.0001) (Figura 6B). Houve significativa
correlacdo entre os niveis de anticorpos IgG para as trés variantes (Figura 6C-
6E).NOs testamos se as varidveis demograficas (género, idade, episodio prévio
de maléaria e tempo de residéncia em Goianésia do Para) poderiam influenciar
na resposta de anticorpos contra a PvCSP, e a Unica associacdo significativa
foi maior propor¢cdo de mulheres entre os individuos com anticorpos para a

variante P. vivax-like (p = 0.02).
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Figura 6. Anticorpos 1gG adquiridos naturalmente contra variantes de PvCSP. A) Frequéncia de
respondedores IgG contra as trés variantes da PvCSP. B) Diferencas nos niveis de anticorpos
(RI) 1gG para as trés variantes da PvCSP (Kruskall-Wallis test, p < 0.001). C) Correlacdo de
Spearman significativa entre os niveis de anticorpos especificos contra a variante VK210 e
VK247 (r = 0.236, p = 0.006); D) VK210 e P. vivax-like (r = 0.221, p = 0.01) e; E) VK247 e P.
vivax-like (r = 0.874, p < 0.0001). *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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4.6 Influéncia dos gendtipos da CSP na producao de anticorpos

N&o houve diferenca significativa na resposta de anticorpos de acordo
com a variante da CSP presente no momento da infeccdo. A frequéncia de
respondedores para a VK210 foi semelhante entre os individuos infectados
com a variante VK210 comparado aos individuos que ndo estavam infectados
com a VK210 (24.3% vs 19.7%, p = 0.67). A presenca da variante VK247 no
momento da coleta também ndo aumentou a frequéncia de respondedores
para a VK247 (8.5% vs 8.2%, p = 1.0). Além disso, ndo houve diferenca
significativa nos niveis de anticorpos contra as proteinas da CSP utilizadas de
acordo com a variante presente na infeccado (VK210 e VK247) (Figura 7). Como
apenas uma amostra apresentava infeccao simples com a variante P. vivax-

like, maiores analises nao foram realizadas com esta variante.
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Figura 7. Niveis de anticorpos anti-CSP em relacdo a presenca das variantes na infeccéo. A)
Niveis de anticorpos anti-VK210 de acordo com a presenca ou ndo da variante VK210 na
infeccdo (p = 0.1). B) Niveis de anticorpos anti-VK247 de acordo com a presenca ou nédo da

variante VK247 na infeccéo (p = 0.57).

4.7 Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNPs) e suas associa¢des com

a resposta de anticorpos

SNPs nos genes IL2 (rs2069762 e rs2069763), IL1B (rs16944) e em dois

diferentes segmentos génicos codificadores de cadeias variaveis beta
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(TCRBV3S1 e TCRBV20S1l) foram genotipados em 77 amostras. As
frequéncias genotipicas estdo apresentadas na Tabela 1. HWE néo foi
observado apenas para o SNP rs16944 (p = 0.02). Os SNPs foram avaliados
em relacdo aos niveis de anticorpos contra a CSP (Tabela 2). Diferencas
significativas foram observadas entre o SNP no gene IL1B rs16944 com niveis
de anticorpos contra as variantes VK247 e P. vivax-like. Individuos carregando
0 genodtipo CC apresentaram maiores niveis de anticorpos contra a VK247
comparado aos individuos CT + TT (0.77 vs 0.47, p = 0.003). Além disso, foi
observado que individuos com o gendtipo CC também possuiam mais

anticorpos contra a P. vivax-like (0.94 vs 0.55, p = 0.001).

Tabela 2. Frequéncia dos polimorfimos e associagdo com niveis de
anticorpos contra as variantes da CSP

VK210 VK247 P. vivax-like
Gene SNP n (%) p? Negativo p? Negativo p?
IL1B rs16944 0.14 0.005 0.005
c/C 12 (15.6) 0.66 £0.71 0.77£0.76 0.95+0.86
CIT 49 (63.6) 0.59 £0.29 0.44+£0.21 0.53+0.36
TIT 16 (20.8) 0.94 +0.53 0.56 +0.29 0.64 +0.34
IL2 rs2069762 0.54 0.25 0.07
G/G 3(3.9) 0.62 +0.36 0.37+£0.01 0.44 +0.03
GIT 27 (35.1) 0.81+0.64 0.59 +0.53 0.74 £ 0.68
TIT 47 (61.0) 0.60 £0.30 0.48 +0.27 0.55+0.34
IL2 rs2069763 0.31 0.93 0.99
GIG 32(42.1)  0.63%0.52 0.51 +0.47 0.61 +0.58
GIT 40 (52.6) 0.69 £0.40 0.52+0.31 0.60 £0.41

TIT 4 (5.3) 0.84 +0.52 0.58 £0.33 0.83+0.44
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TCRBV TCRBV3S1

cic 29 (37.7)
cIT 34 (44.1)
T 14 (18.2)

TCRBV TCRBV20S1

cic 42 (54.5)
cIT 26 (33.8)
T 9 (11.7)

0.78 £0.57

0.66 +0.42

0.50 £0.12

0.58 £ 0.31

0.79 £ 0.62

0.77 £0.42

0.20

0.11

0.56 +0.51

0.52+0.31

0.41+0.16

0.53+0.30

0.54 £0.52

0.40+0.21

0.46

0.45

0.64 +0.54

0.65+0.52

0.47£0.20

0.67 £0.49

0.58 £ 0.54

0.47 £0.22

0.45

0.49

®p — Valores baseados em modelos de regresséo logistica ajustados em

relacdo ao sexo, a idade e a infeccéo prévia de malaria.

4.8 Perfil de Citocinas

Os niveis plasmaticos das citocinas IL1a, IL13 e IL2 foram mensurados

em 79 pacientes infectados com P. vivax e 21 individuos saudaveis residentes

em Goianésia do Para. Os niveis de IL1B foram significativamente maiores nos

pacientes com malaria vivax comparado aos individuos saudaveis (p < 0.001).

Esta citocina ndo foi detectada em nenhum individuo saudavel, enquanto que

24 pacientes alcancaram ou excederam o limite de deteccdo (mediana de
10.73 pg/mL; IQR: 4.41 — 28.32). Por outro lado, os niveis de IL2 foram

significativamente maiores nos individuos saudaveis comparado aos pacientes

(p = 0.004). Nao houve diferenga significativa entre os niveis de IL1a entre os

pacientes e individuos saudaveis (Figura 8).
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Figura 8. Perfil de citocinas no soro de pacientes infectados com P. vivax versus controles
endémicos. A andlise inclui IL1a (A), IL1B (B) e IL2 (C). As citocinas foram dosadas por CBA.
As barras representam a mediana do grupo e intervalo interquartil. Os valores de P foram

determinados por testes ndo paramétricos de Mann-Whitney U (** p <0,01, *** p <0,001).

4.9 Correlacdo entre os niveis de Interleucinas com parasitemia e

anticorpos contra as variantes da CSP

Houve uma fraca correlagcdo positiva entre os niveis de IL1a e IL1B
(Spearman’s rho = 0.236, p = 0.03). Nao houve correlacéo significativa entre os
niveis de IL1a e IL2 (Spearman’s rho = 0.149, p = 0.19) e entre IL1B e IL2
(Spearman’s rho = 0.128, p = 0.26) (Figura 9). Também néo foram observadas
correlacgdes significativas entre os niveis das interleucinas com a parasitemia e

0s niveis de anticorpos contra as variantes da CSP (Tabela 3).
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Figura 9. Correlagéo entre os niveis de IL1a e IL1B3 (A); IL1a e IL2 (B) e; IL1B e IL2 (C).
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Tabela 3. Correlacdo entre os niveis de citocina com parasitemia e

anticorpos contra a CSP

Variavel Parasitemia VK210 VK247 P. vivax-like

IL1la  0,058; (0,61)* 0,177; (0,13)* -0,009; (0,93)* 0,025; (0,83)*
IL1B  0,039; (0,73)* 0,034; (0,77)* -0,143; (0,22)* -0,156; (0,18)*

IL2  0,068; (0,55)* -0,171; (0,14)* 0,067; (0,57)* 0.091; (0,44)*

Spearman’s rho, valor de p( )*

4.10 Influéncia das variantes da CSP nos niveis de citocinas

As variantes da CSP nédo influenciaram os niveis plasmaticos das
citocinas. Conforme demonstrado na Figura 10, ndo houve diferenca
significativa nos niveis de IL1a (p = 0.48), IL1B (p = 0.89) e IL2 (p = 0.07) entre

infecgcbes contendo a variante VK210 ou a variante VK247.
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Figura 10. Perfil de citocinas entre infec¢bes contendo as variantes VK210 e VK247. As
citocinas foram medidas por CBA. As barras representam uma mediana do grupo e intervalo
interquartil. Os valores de P foram determinados por testes ndo paramétricos de Mann-Whitney
U (** p <0,01, *** p <0,001).
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4.11 Associacado dos polimorfismos nos genes IL1B e IL2 com seus

produtos

Independente do modelo genético testado (co-dominante, recessivo ou

dominante), ndo foram observadas associacdes significativas entre o SNP

rs16944 no gene IL1B com os niveis de IL1B3, e entre os SNPrs2069762 e

rs2069763 no gene IL2 com os niveis de IL2 (Figura 11).
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Figura 11. Associagéo entre os SNPs IL1B rs16944 (A), IL2 rs2069762 (B) e IL2 rs2069763 (C)

com seus produtos génicos. As barras representam a mediana e o intervalo interquartil. Nao

houve diferencga significativa utilizando diferentes modelos genéticos.
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V. DISCUSSAO
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5. DISCUSSAO

O TCR e as citocinas possuem um papel chave na modulacdo imunoldgica
na malaria, em estudos com humanos e modelos murinos participando no
controle da parasitemia e na fisiopatogenia da doenca, dependendo de seus
niveis celulares e circulantes (LOKOSSU, et al., 2013). Os dados disponiveis
na literatura séo restritos, a maioria relacionado a artrite reumatoide, cancer e
outras doencas autoimunes. Com os genes estudados neste trabalho, TCR, IL-
1 e IL-2, as investigacdes sdo muito mais escassas, principalmente com
doencas infecto-parasitarias; ha relatos de associa¢des positivas com TCR e
diabetes tipo 1 (FERJENI et al., 2015), IL-2 e IFN-gama em individuos com
lGpus eritematoso (HARSINI et al., 2016), IL-2 e cancer (WANG et al.,2015) e
IL-1 com pneumonia (BAYGOZINA et al., 2015).

Relacionado a malaria, os casos de associacdo significantes entre os niveis
de anticorpos e SNPs em citocinas, em geral foram descritos para Plasmodium
falciparum e em populacdes africanas e asiaticas (LOUGHLAND et al., 2016;
DRISS et al.,, 2011). No Brasil, os dados disponiveis sdo restritos e estdo
relacionados com o P. vivax. Resultados contraditérios sdo apresentados a
avaliacdo do polimorfismo de HLA (Antigeno Leucocitario Humano) (OLIVEIRA-
FERREIRA et al., 2004; STORTI-MELO et al., 2012; LIMA-JUNIOR; PRATT-
RICCIO, 2016; D'ALMEIDA et al., 2016) e moléculas coestimulatérias do
sistema imune (MEDINA et al.,2011; SORTICA et al., 2012; TOMAZ et al.,
2015; CASSIANO et al.; 2016a, CASSIANO et al., 2016b). Primeiramente,
discutimos a frequéncia alélica e genotipica de cinco SNPS em trés genes de
moléculas envolvidas na resposta imune, ainda nao investigados no Brasil, e
correlacionamos com a parasitemia de individuos naturalmente infectados com

o P. vivax em area endémica da Amazobnia brasileira.

A avaliacdo dos polimorfismos no segmento génico do TCR tem sido
descrita, principalmente, com doencas autoimunes e/ou genéticas, tais como
lGpus eritematoso, esclerose multipla, e artrite reumatoide (MARGUERIE et al.,
1992; CHARMLEY et al., 1994; HUANG et al., 1995; HOCKERTZ et al, 1998).

Nossos resultados revelam que o genétipo e o alelo mais frequente para o
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segmento génico TCRBV3S1(C/T) foi o TC (46,3%) e o alelo foi o C (82,5%) e,
para o segmento TCRBV20S1(C/T), o gendtipo mais frequente foi o CC
(53,7%) e o alelo mais frequente foi o C (88,3%). Dados semelhantes foram
observados por Bredemeier e colaboradores (2008) ao avaliar estes mesmos
SNPs em uma populacdo brasileira, geograficamente diferente na esclerose
sistémica. Por outro lado, Dresch e colaboradores (2002) também analisaram o
segmento génico TCRBV3S1 em dois grupos étnicos diferentes (negros e
caucasoides) e os dados indicaram diferencas estatisticamente significantes
nas frequéncias alélicas para os dois grupos étnicos analisados, sugerindo que
para correlacionar o receptor de células T (TCR) com o desenvolvimento de
uma determinada doenca deve-se levar em conta a origem etinica da

populacao estudada.

A associacdo entre variabilidade de genes codificadores de moléculas
envolvidas na resposta imune tem caracterizado alteracbes na carga de
microrganismo, aspectos clinicos, e também em relacdo a susceptibilidade a
doenca (DRISS et al., 2011). Com relacdo aos aspectos relacionados a risco
de desenvolvimento da doenca e alteracdo na fisiopatogenia da malaria,
Bredemeier, (2008) avaliando SNPs nos segmento génico do TCRBV na
esclerose sistémica, sugeriu que a presenca do alelo nulo no segmento
TCRBV20S1 e do alelo C no segmento TCRBV3S1 podem ser considerados

fatores de risco para o desenvolvimento da esclerose sistémica.

No presente estudo, avaliamos o polimorfismo no gene da IL-1B
(-511C>T) e demonstramos que o gendtipo mais frequente foi o TC (62,8%) e o
alelo foi o T (86,0%), resultado semelhante ao encontrado por Israelsson e
colaboradores (2011), analisando individuos infectados por P. falciparum do
grupo populacional Fulani. De acordo com esta hipotese sugerimos que as
mesmas adaptacbes ocorrem como eventos isolados em dois paises

geograficamente separados/continentes.

Analisamos também dois polimorfismos no gene da IL2 (+ 114T/G e
— 330 T/G). Para o SNP -330 (T/G), verificamos que o gendtipo mais frequente
foi TT (60,46%) e o alelo foi 0 T (96,5%). Para o segundo SNP, observou que
0 genodtipo mais frequente foi TG (54,1%) e o alelo foi G (95,3%). Resultados
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semelhantes foram encontrados em Togawa e colaboradores (2005) para o
SNP — 330 em individuos japoneses, demonstrando que o genétipo mais
frequente foi TT (39,6%). Song e colaboradores (2012) avaliaram estes dois
SNPs no gene da IL-2 em individuos chineses e o0 gendtipo mais frequente na
posicdo -330 foi TG, no entanto, o alelo foi o T. Para a posicdo +114, o
gendtipo mais frequente foi o TG e o alelo também foi o T, sugerindo assim,
que a composicdo ética e a pressdo de doencas infecto-parasitarias e
autoimunes possam alterar o padréo de polimorfismo deste gene em diferentes

areas no mundo.

Adicionalmente, Israelsson (2011), analisando o polimorfismo no gene
da IL-1B (-511C>T) em individuos infectados por Plasmodium falciparum,
sugeriu que a presenca do alelo polimérfico pode influenciar na
susceptibilidade a doenca. Este mesmo SNP também foi associado com a
presenca de anemia em pacientes com malaria grave (OUMA, et al., 2008). A
presenca do alelo G para o SNP na posicédo -330 T/G, localizado na regido
promotora do gene da IL-2, estd relacionado com a aumento da
susceptibilidade a doencas inflamatérias e céanceres, incluindo artrite
reumatoide e leucemia mieloide (AMIRZARGAR et al., 2005; SHIN et al., 2008;
WU et al., 2009), além deste alelo também estar relacionado com alteracdes
nos niveis desta citocina (TOGAWA et al., 2005; SHIN et al., 2008; WU et al.,
2009).

Estudos também relataram que os linfocitos T de pacientes com o SNP -
330 G/G foram capazes de produzir uma maior quantidade da proteina IL-2 do
gue os que possuiam -330 T/G ou T/T, sugerindo que o G-330T (rs2069762)
identificado nesta regido promotora pode influenciar a producao desta proteina
em individuos saudaveis (HOFFMANN et al., 2001). Trabalhos em cancer de
prostata também mostraram uma associacdo de variantes genéticas de IL-2
com o risco deste tipo de céncer, revelando uma significativa contribuicdo da
variante do exon 1 do gene IL-2 (rs2069763 G/T) para a suscetibilidade a
doenca (WU et al., 2009). Varios estudos tem revelado uma possivel
associacdo de asma com genes codificadores de resposta imune, incluindo os
genes de citocinas devido ao seu papel na fisiopatogenia da doenca (OBER,;
HOFFJAN, 2006). Padron- Morales e colaboradores (2013) avaliaram se o
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polimorfismo +114 T/G (rs2069763) no gene IL-2 e suas variantes genéticas
poderiam ter influéncia no desenvolvimento de asma, mas ndo foram

observadas associagdes significativas positivas.

Compreender a dindmica de transmissdo e a estrutura genética da
populacdo de P. vivax € muito importante para predizer o surgimento e
distribuicdo de diferentes cepas do parasito, que podem diferir em sua
viruléncia e resisténcia a drogas, fato este que é particularmente importante
quando levamos em conta o gene da CSP, o principal antigeno de superficie
do esporozoito, crucial para este estagio de desenvolvimento do parasito
(GAZINELLI et al., 2014). Este gene tem se mostrado um valioso marcador em
estudos de genética populacional, sobretudo para o P. vivax, ja que nesta
espécie, a porcdo central repetitiva da proteina € marcada por repeticdes em
tandem, e trés tipos de “peptide repeat motif “sdo reconhecidos, definindo as
variantes conhecidas como VK210, V247 e P. vivax-like (ROSENBERG et al.,
1989; QARI et al., 19932).

Por abordagens sorologicas e/ou moleculares, diferentes autores
avaliaram a ocorréncia de variantes da CSP do P. vivax (VK210, VK247 e P.
vivax-like) em areas endémicas da regido amazbnica. Ambas as variantes
VK210 e VK247 sdo amplamente distribuidas (STORTI-MELO, 2009; PATIL et
al., 2010; SOUZA-NEIRAS et al., 2010; DIAS et al.,, 2013; SHABANI et al.,
2016), sendo que a VK210 predomina em muitas areas do Brasil e algumas
outras areas a VK247 tem sido limitada e, em outras regides, infecgcbes com
gendétipos mistos tem sido evidenciadas (MACHADO, POVOA, 2000; STORTI-
MELO et al., 2009). Recentemente, a presenca da VK247 em infeccfes Unicas
foi identificada em duas areas do Estado do Para; Novo Repartimento
(STORTI-MELO, 2009) e em Goianésia do Para (SANTOS et al., 2016), bem
como no municipio de Oiapoque no Estado do Amapa (GOMES et al., 2016).

Entretanto, diferentemente da maioria destes estudos, a variante VK247
foi encontrada em maior frequéncia em nossa populagédo. Este resultado é
particularmente importante do ponto de vista epidemiolégico, uma vez que ja
tem sido demonstrado que infecgcdes com a variante VK247 apresentam maior

carga parasitaria e um predominio de citocinas inflamatdrias, as quais
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poderiam resultar em maiores complicacbes na infeccdo (RIBEIRO et al.,
2016). As razbes para as variaveis frequéncias encontradas para as variantes
da CSP do P. vivax ndo sdo claras, mas podem estar relacionadas as
condicbes epidemiologicas de transmissdo. Ja foi descrito que diferentes
espécies de vetores apresentam susceptibilidade diferencial para cada
variante. Por exemplo, o Anopheles darlingi, An. aquasalis e o An. albimanus
s80 mais susceptiveis a variante VK210 comparado a variante VK247
(GONZALES-CERON et al., 2000; DA SILVA et al., 2006), e por sua vez, 0S
oocinetos da VK210 ndo conseguem se desenvolver no epitélio intestinal do
An. pseudopunctipennis (GONZALES-CERON et al., 1999).

Dessa forma, a estrutura genética populacional do P. vivax
provavelmente esta condicionada as espécies vetoras locais, as quais podem
facilitar a introducdo ou exclusdo de novas cepas e genétipos com favoravel
condicdo de transmissao. Outra condicdo que provavelmente contribui para a
dindmica e estrutura genética da populacdo de parasitos € o status imune do
hospedeiro humano, pois a regido central repetitiva da CSP, que caracteriza as
variantes do P. vivax, contem epitopos de células B e, anticorpos especificos
contra esta regido sdo capazes de bloguear a invasdo dos esporozoitos aos
hepatocitos (PERSSON et al., 2002), além de serem correlacionados com
protecdo (YADAVA et al, 2014). Assim, poderiamos explicar a maior
frequéncia de infecgbes por VK247 caso a populacdo apresentasse maior
resposta de anticorpos contra a VK210. Entretanto, esta hipétese dificilmente
pode ser aplicada em nossa populacdo por duas razdes: 1) a baixa propor¢cao
de individuos com anticorpos contra a VK210 (22.6%) e; 2) o fato de nédo
termos encontrado associagdo entre a variante presente no momento da

infeccdo com anticorpos CSP-especificos.

No presente estudo, avaliamos a resposta de anticorpos IgG especificos
contra cada variante do P. vivax. Estudos prévios ja demonstraram que
anticorpos contra as trés variantes estdo presentes em diferentes areas
endémicas da Amazobnia brasileira (ARRUDA et al.,1998; OLIVEIRA-
FERREIRA et al., 2004; SOUZA-NEIRAS et al., 2010). Nés encontramos maior
frequéncia de respondedores e niveis de anticorpos contra a variante VK210

comparada as outras variantes. Curiosamente, esta maior resposta de
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anticorpos IgG contra a VK210 ndo parece ser decorrente de maior exposi¢cao
a esta variante, uma vez que foi encontrado maior frequéncia de infeccdes
contendo a variante VK247. Assim, provavelmente este resultado reflete a
maior antigenicidade da VK210, conforme demonstrado em outros trabalhos
(AREVOLO et al., 1998; CESPEDES et al., 2013). Outro resultado importante
foi a deteccdo de anticorpos contra a variante P. vivax-like. Apesar desta
variante ter sido reconhecida no inicio da década de 1990, na Papua Nova
Guiné (QARI et al., 1993%), varios estudos no mundo falharam em detectar esta
variante (GOPINATH et al., 1994; SUWANABUN et al., 1994; PATIL et al.,
2010).

Entretanto, somado a deteccdo de algumas amostras contendo esta
infeccdo, a presenca de anticorpos contra esta variante indica que ocorre a
circulagdo do P. vivax-like em baixas frequéncias na Amazonia brasileira.
Resultados semelhantes ja haviam sido observados em diferentes regifes da
Amazonia, no Brasil (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2004; ARRUDA et al.,2007;
STORTI-MELO et al., 2009) e na Guiana Francesa (VOLNEY et al., 2002).

De maneira geral, a soropositividade de individuos com anticorpos contra as
repeticdes da CSP foi baixa (28.2%, considerando as trés variantes). Esta taxa
de respondedores foi similar a observada em outras areas da Amazbnia
brasileira (CARVALHO et al.,, 1997; ARRUDA et al., 2007; OLIVEIRA-
FERREIRA et al., 2004), porém menor a encontrada em outros estudos,
inclusive no Brasil (AREVOLO-HERRERA et al., 1998; ARRUDA et al.,1998;
RUI et al., 2011). Na verdade, a frequéncia de respondedores para a CSP do
P. vivax depende de diferentes fatores, tais como as condigcbes de
endemicidade e do numero de episédios anteriores de malaria do hospedeiro
humano (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2004; ARRUDA et al., 2007; CHENG et
al., 2013).

Investigamos também se polimorfismos nos genes IL1B e IL2 poderiam
estar associados a resposta de anticorpos IgG contra as variantes da CSP.
Sabe-se que a IL-1 pode aumentar a resposta imune humoral ao estimular a
diferenciacdo das células B e também aumentar a proliferacéo e secrecdo de
imunoglobulinas (DINARELLO, 1989). Ja o papel da IL-2 na producédo de
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anticorpos € controversa. Enquanto a sinergia com a IL-10 parece aumentar a
producdo de IgG por células B ativadas por Staphylococcus aureus (ITOH et
al., 1994), a infusdo de IL-2 aumenta a citotoxicidade mediada por células e
diminui a quantidade de IgG total gerada em pacientes com doencas
hematoldgicas. Nosso resultados revelaram que individuos com o genoétipo CC
para o0 SNP IL1B -511C>T (rs16944) apresentaram maior resposta de
anticorpos IgG contra as variantes VK247 e P. vivax-like. Este SNP vem sendo
recentemente estudado em diversas doencas, e o0 alelo T vem sendo associado
com risco aumentado de desenvolver choque séptico (JIMENEZ-SOUZA et al.,
2017), cancer gastrico (EL-OMAR et al., 2000) e cervical (XU et al., 2013). Na
maléria, as frequéncias alélicas deste SNP né&o diferiram entre individuos
sintomaticos e assintomaticos da etinia Fulani (ISRAELSSON et al., 2011), mas
foi associado com anemia grave em pacientes com maléaria falciparum no
Quénia (OUMA et al., 2008). Curiosamente, este SNP ndo influenciou os niveis
plasmaticos da IL-1B em nosso estudo. Na verdade, alguns estudos prévios
falharam em associar este SNP isoladamente com alteracbes relevantes na
transcricdo do gene (CHEN et al.,, 20063, BHAT et a., 2014). Este SNP
localiza-se upstream of the transcription start site, na regido promotora do
gene, e ja tem sido demonstrado que existe alto desequilibrio de ligacao entre
SNPs localizados nesta regido, e as alteracfes na expressao do gene parecem
ser muito mais influenciadas por haplotipos do que por SNPs especificos
(CHEN et al., 20063). Assim, é provavel que o SNP rs16944 nao seja o
responsavel por tais alteracdes, mas que ou esteja em desequilibrio de ligacao
com a verdadeira variante causal, ou que participe no contexto de certos
haplétipos. Assim, € preciso levar em consideracdo que um dos limitantes do
estudo foi a avaliacdo de um unico SNP no gene da IL-13. Dessa forma, novos
estudos avaliando uma maior cobertura genética do gene IL1B, em um
tamanho amostral maior, ajudard a confirmar a participacdo deste SNP na

resposta humoral contra o P. vivax.

Pode-se concluir que estudos de possiveis associacdes de SNPs em
genes de citocinas na resposta imune humoral na maléria ainda sdo incipientes
na malaria vivax e os resultados contraditorios, bem como a maioria s&o

executados em modelos experimentais e/ou com P. falciparum. Parametros
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moleculares da porgédo central da CSP do P. vivax e sua associagdo com o
perfil de citocinas pro- inflamatérias e anticorpos anti-CSP mostram resultados
importantes nesta avaliagdo na Amazobnia Brasileira. Tendo em vista que a
evolucdo da malaria é resultado da interacdo de fatores inerentes ao parasito e
ao hospedeiro, portanto, a variabilidade genética de ambos deve ser

considerada sobre o processo doenga.
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6. CONCLUSAO

Nos individuos infectados por P. vivax, residentes no Municipio de

Goianésia do Para, observa-se que:

1.

Na casuistica estudada o gendtipo selvagem € o0 mais
freqiente para os polimorfismos no segmento génico do
TCRBV20S1 e para o SNP na posicao - 330 no gene da IL2.
Para os polimorfismos no segmento génico do TCRBV3S1, no
gene da IL1B e na posicdo +114 para o gene da IL2 os
gendtipos mais frequentes foram o0s heterozigotos. Ha
predominio do alelo selvagem para todos os polimorfismos,
com excecdo do SNP na posicao +114 no gene da IL2.

Os polimorfismos nos genes do TCR, IL1 e IL2 ndo estdo
associados com a densidade parasitaria dos individuos
infectados pelo P. vivax.

Os niveis das interleucinas IL-1 e IL-2 ndo apresentam
influéncia na parasitemia e nos niveis de anticorpos contra as
variantes da CSP do P. vivax.

Em relacdo a magnitude da resposta (RI) os niveis de
anticorpos 1gG sdo mais elevados para a variante VK210
guando comparado as variantes VK247 e P. vivax-like . Ha
correlacdo entre os niveis de anticorpos IgG para as trés
variantes (VK210, VK247 e P.vivax-like). As variantes né&o
influenciaram nos niveis de anticorpos contra as proteinas da
CSP de P. vivax.

O SNP no gene da IL1B esta associado com niveis de
anticorpos contra as variantes VK247 e P. vivax-like.
Individuos portadores do genétipo CC apresentaram maiores
niveis de anticorpos contra a VK247 comparado aos
individuos CT + TT. Além disso, individuos com o genétipo CC

também possuem mais anticorpos contra a P. vivax-like.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Associac3o de polimorfismos do receptor TCR e dos genes da IL-1 e IL-2 com a
infeccdo por Plasmodium vivax no municipio de Goianésia do Para, Estado do Para

Pesquisador: Marcela Petrolini Capobianco

Area Tematica: Area 1. Genética Humana.
(Trata-se de pesquisa envolvendo genética humana ndo contemplada acima.);

Versdao: 2
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Instituicao Proponente: Instituto de Biociéncias Letras e Ciéncias Exatas/ Campus de S3o José do
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 331.162
Data da Relatoria: 10/07/2013

Apresentacdo do Projeto:

No Brasil o P vivax & a espécie mais prevalente, responsavel por aproximadamente 80% dos casos de
malaria na regido Amazdnica brasileira. Diversos estudos analisando resposta soroldgica a diferentes
peptideos do Plasmodium t&m obtido resultados varidveis de acordo com o antigeno utilizado e a populagdo
analisada, evidenciando a associacdo entre polimorfismos de genes humanos envolvidos na entrada do
parasito no eritrécito e na susceptibilidade a malaria vivax. Além disso, associagles entre variabilidade em
genes codificadores de meléculas envolvidas na resposta imune tem caracterizado alteragdes no padrdo da
parasitemia, aspectos clinicos, e também em relagdo a susceptibilidade a doenca. As citocinas e receptores
de ativag3o do TCR podem desempenhar um papel importante na resposta imune a malaria por P vivax.
Diferengas alélicas nos genes TCR, IL-1 e IL-2 podem modular a concentragi3o dessas moléculas e a
resposta imune celular a diferentes antigenos do P. vivax, influenciando assim, na susceptibilidade ou
resisténcia a malaria.

Objetivo da Pesquisa:
Identificar os polimorfismos do TCRBV2051, do TCRBYV351, IL-1 & da IL-2 em 150 pacientes
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infectados pelo Plasmodium vivax, em Goianésia ( PA), municipio que estd, atualmente, entre os 5
municipios que concentram 50% dos casos de malaria do Estado do Para; e de 150 individuos nio
malaricos, visando identificar possiveis associacdes com a malaria.

Identificar os polimorfismos do TCREBV2051, do TCRBV3AS1, IL-1 & da IL-2 em 150 pacientes infectados pelo
Plasmodium vivax, em Goianésia ( PA), municipio que esta, atualmente, entre os 5 municipios que
concentram 50% dos casos de malaria do Estado do Para; e de 150 individuos ndo malaricos, visando
identificar possiveis associagdes com a maldria.

Estimar as frequéncias alélicas e genotipicas de variantes do TCRBV20S1, TCRBY3S1, da IL-1 e da IL-2 de
amosiras de pacientes infectados por P. vivax e individuos ndo malaricos.

Detectar os niveis de IL-1 e IL-2 na populagio esfudada.

Identificar possiveis associacies entre os niveis de citocinas estudadas e seus polimorfismos em relagdo 3
densidade parasitaria.

Identificar possiveis associagfes enfre os polimorfismos do gene TCRBY20S1 e TCRBV3S1 alem dos
niveis de citocinas em pacientes infectados por P. vivax e individuos ndo malaricos.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:
As amostras foram previamente coletas, aprovadas em projeto anterior, desta forma, os participantes da
pesquisa, ndo estardo expostos a riscos neste projeto.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Pesquisa de relevancia cientifica, pois visa idenfificar suscetibilidade genética a P vivax.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacio obrigatoria:

TCLE: Serdo utilizadas as amostras, ja existentes no Centro de Investigacdo de Microrganismos (CIM) da
FARMERP gue foram coletadas para o projeto ;Influéncia de polimorfismos em genes associados na
producao de anticorpos contra diferentes antigenos candidatos a vacina em individuos com malaria vivax no
Estado do Para;, aprovado no CEP/FAMERP 4598/2011 em 13 de outubro de 2011. Desta forma, solicita-
se ao CEP a reutilizacio das amostras e a dispensa do Termo de Consentimento de Livre e Esclarecido. O
orgao proponente & o Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas (IBILCE) devido ao vinculo
institucional da pesquisadora, entretanto o projeto sera realizado em outras instituicdes, as quais a
pesquisadora apresentou os termos de
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UF: 5P Municipio: SAQ JOSE DO RIO PRETO
Telefone: (17)3221-2545 Fax: (17}3221-2500 E-mail: soraiafr@ibilcs.unesp br
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INSTITUTO DE BIOCIENCIAS
LETRAS E CIENCIAS W
EXATAS/CAMPUS DE SAO

Continuagio do Parecer: 331162

concordancia, como solicitado anteriormente.

Recomendagoes:

Menhuma.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

A pesquisadora atendeu a pendéncia anexando os termos de concordéncia das instituigdes.
Situagio do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nio

Consideragoes Finais a critério do CEP:

0s relatorios sdo obrigatdrios e devem ser encaminhados semestralmente a partir da data de aprovagdo do
projeto.

SAQ JOSE DO RIO PRETO, 10 de Julho de 2013

Assinador por;
Ana Elizabete Silva

(Coordenador)
Enderego: CRISTOVAD COLOMBO 2265
Bairro: JARDIM NAZARETH CEP: 15.054-000
UF: 5F Municipio: 540 JOSE DO RIO PRETO

Telefone: (17)3221-2545 Fax: (17)3221-2500 E-mail: soraiafi@ibiles unesp.br
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ANEXO Il

2. RESUMOS APRESENTADOS EM CONGRESSOS

2.1 Resumo apresentado no 64rd Annual Metting -ASMTH -

American Society of Tropical Medicine and Hygiene, 2015.

Association between genetic polymorphims of TCR Receptor and malaria

vivax in Brazil.

MARCELA P. CAPOBIANCO"? ADRIANA C. FURINI?>, GUSTAVO C.
CASSIANO'?, VALERIA DALTIBARI FRAGA?, LUCIANA MORAN
CONCEICAO?, CLAUDIA REGINA BONINI-DOMINGOS®, RICARDO L. D.
MACHADO??3

'UNESP  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA”JULIO DE MESQUITA
FILHO”, SAO JOSE DO RIO PRETO, SP, BRASIL *FACULDADE DE
MEDICINA DE SAO JOSE DO RIO PRETO, SP, BRASIL, , * INSTITUTO
EVANDRO CHAGAS, ANANINDEUA, PA, BRASIL.

E-MAIL: mpcapobianco@yahoo.com.br

Malaria is a major cause of morbidity and mortality in many tropical and
subtropical countries. in Brazil, the Plasmodium vivax has been the most
prevalent species, accounting for approximately 88% of malaria cases in the
brazilian amazon region. Even though the clinical descriptions of the disease
caused by the P. vivax is well described, standards regarding humoral and
cellular immune response, are scarce and not fully understood. TCR is a
heterodimer formed of two polypeptide chains linked together by disulfide bonds
that on the surface of T lymphocytes are linked to a signaling molecule, called
CD3. These chains present constant and variable variables, which attribute
specificity to the antigen and differentiate the cell clones. First, polymorphisms
in genes encoding variable chains may result in differences without number of
expressed gene segments or in changes in the amino acid sequence of the
gene product. Second, how T cells can be selected or excluded are not Timo

depending on the type of TCR that it presents. Some of the polymorphisms
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identified in the TCR gene are observed in the beta chain. Among the
polymorphisms found in this region, TCRBV3S1 (C / T) has been extensively
investigated to detect the repertoire of cellular receptors. We analyzed 83 blood
samples from patients with malaria vivax diagnosed by molecular biology and
thick gout and all are from Goianésia, Para, Brazil. Polymorphisms in the
TCRBV3S1 (C / T) gene. As the DNA samples were amplified by PCR
technigue and the size of the fragments resulting from the amplification was 431
bp. These fragments were digested with a restriction endonuclease Pvu.
Homozygous individuals for this allele were identified by the presence of a
single 431 bp fragment, thus reflecting the absence of the restriction site.
However, individuals were identified by the presence of a fragment of
approximately 352 bp and heterozygotes were identified by the presence of two
fragments of 352 and 431 bp, respectively.

All statistical analyzes were performed with program R v 2.11.1 (http://www.r-
project.org). The differences in the median parasitemia in relation to the
genotypes were evaluated by the non-parametric Mann-Whitney test. Values of
p <0.05 were significant. For the polymorphism in the genus TCRBV3S1, the
most frequent was CT (45.8%) and the most frequent allele was C (82.5%). The
polymorphism tested was in the Hardy-Weinberg equilibrium. Parasitemia
ranged from 15 to 70,000, with a median of 1,500 parasites per microliter of
blood. No significant associations were found between the polymorphisms
tested and the p values of vivax malaria in co-dominant, dominant and
recessive models and there was no significant association between the tested
polymorphisms and the p values of vivax malaria. The results of this study
suggest that genetic variants analyzed in the different genetic segments of the
TCR do not affect the functionality of the molecules so that they interfere in the

parasitemia of the malaria caused by P. vivax.
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2.2 Resumo apresentado XIV Reunido Nacional de Pesquisa em
Malaria, 2015.

POLIMORFISMO NO GENE DA IL2 E OS NIVEIS DE PARASITEMIA
NA MALARIA VIVAX

CAPOBIANCO, MARCELA PETROLINIL>?% CASSIANO, GUSTAVO
CAPATTLY?, FURINI, ADRIANA ANTONIA DA CRUZ.? FRAGA,
VALERIA DALTIBARI? CONCEICAO, LUCIANA MORAN? BONINI-
DOMINGOS, CLAUDIA REGINAY; MACHADO, RICARDO LUIZ
DANTAS. 123

lUniversidade Estadual Paulista, Sdo José do Rio Preto,
UNESP/IBILCE.

“Centro de Investigacdo de Microrganismos — CIM — FAMERP.
% Instituto Evandro Chagas, Par4, Brasil.

INTRODUGAO: O Plasmodium vivax tem sido responsavel pela maioria dos
casos de malaria no Brasil. A interleucina 2 (IL-2) € uma citocina pro6-
inflamatéria segregada por células do tipo Thl que influencia nos
fenbmenos de sobrevida, diferenciacao, formacédo de células de memodria
imunologica e também atua como regulador negativo da ativagdo imune.
Dessa forma, como o equilibrio entre as citocinas pré e antiinflamatérias é
necessario para o controle das alterac6es imunopatolégicas na maléaria, nés
hipotetizamos que polimorfismos no gene IL2 possam ser importantes no
controle da carga parasitaria na maléria vivax. METODOS: A amostra foi
composta por 83 individuos infectados por P. vivax, com mais de 18 anos
de idade, provenientes do municipio de Goianésia do Para, Estado do Para,
confirmadas pelo método da Gota Espessa e por PCR aninhado. O SNP -
330 T/G foi analisado por PCR-Alelo Especifico. As diferengcas nas
medianas da parasitemia em relacdo aos genotipos foram avaliadas
utilizando o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Valores de p < 0,05
foram considerados significantes. RESULTADOS: O genotipo mais

frequente foi TT (60,46%)e o polimorfismo encontrou-se em Equilibrio de
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Hardy-Weinberg. A parasitemia variou de 15 a 70.000, com mediana de
1.500 parasitos por microlitro de sangue. N&o houve diferenca significativa
da parasitemia em relacdo ao SNP -330 T/G (p= 0,81). DISCUSSAO: A
associacdo entre variabilidade de genes codificadores de moléculas
envolvidas na resposta imune tem caracterizado alteracdes no padrdo da
parasitemia, aspectos clinicos, e também em relacdo a susceptibilidade a
doenca. Em decorréncia dos dados obtidos pelo sequenciamento do
genoma humano, o conhecimento dos genes humanos envolvidos na
resposta imune e a verificagcdo das implicacbes de sua variabilidade com
relacdo a causa de doencas € uma etapa avancada atualmente. Além de
genes e alelos envolvidos na patogénese de nosologias, os trabalhos de
associacdo também permitem que sejam determinadas as frequéncias
populacionais destes alelos. Os resultados deste estudo sugerem que a
variante genética analisada no gene da IL2 ndo afeta a funcionalidade das
moléculas de modo que possam interferir na parasitemia da maléria
causada por P. vivax. Apesar da ndo associacao entre este SNP e os niveis
de parasitemia do individuo, ndo podemos excluir a possibilidade de
associacdo s com a patogenicidade/gravidade da doenca. Sendo assim, 0s
resultados das dosagens dos niveis de citocinas poderdo esclarecer
melhores conclusdes sobre o SNP analisado.

SUPORTE FINANCEIRO: CAPES, INSTITUTO EVANDRO CHAGAS E

UNESP (PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM GENETICA — SAO

JOSE DO RIO PRETO).
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Abstract

genetic diversity and its role in the immune response.

Intereukin 2 (IL-2) is a monomeric glycoprotein that is primarily preduced by activated CD4+ T cells, CDE+ T oells
and dendritic cells. It is characterized as a proinflammatory cytokine that is secreted by Thi cells. IL-2 plays a
central role in the activation of regulatory T cells to produce the cytokines tumor necrosis factor alpha (TNF-a) and
interferon gamma (IFMN-y). IL-2 may also enhance the cylolytic activity of natural killer cells, thereby ensuring their
significance in the control of the immune response, and effectively participate in the pathogenesis of several
pathological conditions, such as cancer and metabolic, infectious, autoimmune and inflammatory diseases. We
emphasize the importance of studies of IL-2 and discuss perspectives resulting from our increasing understanding of

Keywords: [L-Z; Immune response; Polymorphism; Farasitic
infectious diseases

Interleukin 2 and the Immune Response

Cytokines are produced by various immune system cells and
perform several functions, including mediation of the immune and
inflammatory responses. The effects of cytokines on the immune
response depend on a number of factors, such as their local
concentrations, receptor expression patterns and the integration of
multiple signalling pathways in response to immune cells [1]. The
immune system includes proinflammatory cytokines that can enhance
the functions of other cytokines and the immune response and anti-
inflammatory  cytokines that suppress this response; wvarious
interleukins (ILs) stand out in these responses [2]. [Ls are small protein
molecules that signal specific cells to regulate the immune systems of
organisms. They are primarily synthetized by T cells, monocytes,
macrophages and endothelial cells. The functions of ILs include the
facilitation of communication among immune system cells, regulation
of transcription factors, and control of inflaimmation, cell
differentiation, proliferation and antiboedy secretion [3]. The
characterization of interleukin 2 (IL-2) as a T-cell growth factor was
consolidated in 1975 at the Second International Lymphokine
Workshop, The number of studies on this molecule increased quickly;
by 1983, the IL-2 gene was cloned, and in 1992, the [L-2 crystal
structure was described [1]. Analysis of the three-dimensional
structure of the [L-2 molecule shows that it is composed of four
“packed” a-helices. The first and fourth helices are connected by a long
upper loop to form a typical structure known as "wp-up-down-down’.
Within this configuration, the first two a-helices are turned upward,

and the last two helices are turned downward. Importantly, the
disulphide bond between the cysteines at positions 58 and 105 (Cys
58-105) of the second helix and the inter-helix region of the third and
fourth a-helices are necessary to ensure the stability of the protein [3].
IL-2 is a monomeric glycoprotein with a molecular weight of
approximately 15 kDa that is primarily produced by activated CD44 T
cells, CDE+ T cells and dendritic cells [4]. IL-2 is a proinflammatory
cytokine that is secreted by Th-1 cells, and it effectively participates in
the activation of T cells to produce the cytokines tumor necrosis factor
alpha (TWF-a) and interferon gamma (IFN-y); IL-2 can also enhance
the 3 cytolytic activity of natural killer cells (NK) [5,6]. Therefore, L-2
is used therapeutically to stimulate the immune system [7]. [L-2 also
contributes to the development of regulatory T cells, which control the
expansion and apoptosis of activated T cells [5,8]. Furthermore, [L-2
influences cell survival, differentiation [1] and the formation of
immune memory cells [1,9] and acts as a negative regulator of immune
activation [8]. Recent studies showed that 1L-2 played a critical role in
the differentiation and survival of regulatory T cells, thereby ensuring
their significance in the control of the immune response [10].
Cytokines cffectively participate in the pathogenesis of several
pathological conditions, such as cancer and metabolic, infectious,
autoimmune and inflammatory diseases [11,12]. Thus, IL-2 plays
multiple roles in immune functions by contributing to the generation
and propagation of antigen-specific immune responses [13]. Studies
conducted with animals and humans showed that low doses of [L-2
induced expansion of regulatory T cells in vivo and suppressed
autoimmune diseases; this phenomenon is representative of a novel
therapeutic approach to moduolate the immune response for the
treatment of these types of illnesses [14]. Anti-humoral therapy
associated with IL-2 administration led to the remission of metastatic
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renal cell carcinoma in up to 30% of patients and increased the survival
of patients with melanoma and acute myeloid leukemia [15]. In these
situations, the administration of high doses of [1-2 was associated with
improved survival, although the related adverse effects were
considerably severe in most patients [16]. Cases of cellular and
humoral immunodeficiency exhibited satisfactory outcomes following
I1L-2 administration [17].

Genetic Variability of I1-2 and the Physiopathogenesis
of Parasitic Infections and Autoimmune Diseases and
Cancer

Individual genetic variability is an essential component of the
immune response in general. This fact has become increasingly evident
in recent years because genetic variability contributes to the
susceptibility to, progression and outcomes of infectious and
antoimmune diseases and cancer. While attempting to map its role in
multifactorial and polygenic diseases, several studies revealed the true
extension of human genetic variation [18]. Cytokines and their
receptors emerged as intriguing targets of therapeutic intervention.
Cytokine receptor subunit expression differs among various cell types.
These subunits may be shared by different cytokines, which increases
the complexity of these molecules [19]. The [L-2 receptor {IL-2R) is
comprised of three subunits {a, p and y) [20]. The The gene that
encodes subunit a is located on chromosome 10; this subunit (also
known as CD25 or Tac antigen) is the subunit to which 11.-2 selectively
hinds. The main function of the 1L-IR a chain is to mediate the
receptor’s affinity for its ligand. Different from the other two [L-2R
subunits, subunit a is located in special regions of the plasma
membrane [21]. Subunit a simply requires 1L-2 binding to help
subunits { and y come closer and consequently, trigger the signaling
cascade. The gene that encodes subunit p (p75 or CD122) is located on
chromosome 22 The p and y chains together constitute an
intermediate affinity receptor that is sufficient to trigger the [L-2
signaling pathways. Subunits p and y are located in regions close to
subunit a, which is the subunit that selectively binds IL-2. The gene
that encodes the yc chain of the IL-2R {common y or péd) is located
on chromosome X. Several cytokines share [L-2Ry, such as [L-4, IL-7,
IL-9, IL-15 and IL-21 [1]. When IL-2 receptor alpha (IL-2Ra) is
activated, its soluble form is released into the serum. Thus, IL-ZRa
protein concentration can be measured. In patients with colorectal and
breast cancer, high serum IL-2Ra concentrations are indicative of
disease progression and distant metastasis [22]. According to studies
that analyzed genes encoding cytokines, several polymorphisms in the
regulatory regions of these genes might be responsible for the changes
in the production of the corresponding cytokines [23]. Several studies
noted the importance of single-nucleotide polymorphisms (SNPs) in
the occurrence of infectious and autoimmune discases [24], the
transplantation course [25] and the allele frequencies of populations
[26]. The association of SNPs with human diseases has great potential
for clinical applications because it provides new genetic markers for
diagnosis and prognosis and possibly new therapeutic targets.

The IL-2 gene (3558) is located in chromosome 4, region q26-q27. It
contains four exons separated by three introns, with a total extension
of approximately 5 kb [27]. Several IL-2 gene polymorphisms are
known, including those at positions -330 T/G and +114 T/G.
Polymorphism -330 T/G (rs2069762) is located in the gene promoter
region and is associated with increased susceptibility to inflammatory
diseases and cancer, including rheumatoid arthritis and myeloid
leukemia [268-30]. Additionally, studies show that changes in the serum

1L-2 levels were found when this polymorphism was analyzed [29-31].
This finding was confirmed because the presence of allele G in gene
position -330 was correlated with reduced [L-2 production in vivo
[32]. Studies showed that the T lymphocytes of patients with SNF -330
/i3 were able to produce larger amounts of [L-2 than the lymphocytes
from patients with SNP -330 T/G or T/T, which suggests that the
presence of -330T/G (rs2069762) in the aforementioned promoter
region may influence IL-2 production in healthy individuals [33].
Studies on prostate cancer also found an association between genetic
variants within [L-2 and the risk for this type of cancer, revealing a
significant contribution of the 1L-2 exon 1 variant rs2069763 G/T to
disease susceptibility [34].

Several studies noted the possible association of asthma with genes
that encoded components of the immune response, including cytokine
genes, due to their roles in the pathophysiology of the discase [35].
One study investigated the association of the IL-2 gene polymorphism
+114 T/G (rs2069763) and its genetic variants with asthma; however,
no significant positive correlation was found [36]. L2 +166 G/T is
another polymorphism of the I1-2 gene that encodes a silent mutation
that does not affect the amino acid sequence [37].

Studies on leishmaniasis showed that the presence of variants in the
IL-2Rf gene predisposed individuals infected with Leishmaniz
donovani to the development of visceral leishmaniasis (VL), which
indicated that the [L-2 signaling pathway participated in the
occurrence of leishmaniasis [38]. Additionally, susceptibility to VL
(caused by L donowans) in Sudan (Aringa cthnic group) was
controlled by locus 2212 [39]. Another study showed that mutations
in the IL-2Rp gene located in locus 22q12 might be at least partially
responsible for the genetic linkage with V1 [38], thus demonstrating
the importance of this [L-2 signaling pathway.

The immune response to malaria involves innate and adaptive
mechanisms, including the participation of several cell types and
soluble components that lead to the elimination of the etiologic agent
or to immunopathology [40-42]. Plasmodium vivar elicits a specific
immune response in the host that is mediated by humoral (Th2
lymphocytes) and cellular (Thl lymphocytes) mechanisms. The
humoral mechanisms are characterized by the involvement of
antihodies that confer protection through the opsonization of
merozoites, thereby blocking the invasion of erythrocytes. This
response is characterized by the participation of T lymphocytes, which,
after recognizing agents processed by antigen-processing cells (APCs),
release interleukins that regulate macrophages, dendritic cells and even
B lymphocytes to activate the immune response against the etiological

EI.SI:]'.IL.

B lymphocytes are activated by released [L-2, IL-4 and IL-5, which
determine the type of antibodies that will be produced, as well as the
immunoglobulin isotype switch. Regarding the cell-mediated response,
ILs released by T lymphocytes increase the phagocytic activity of
macrophages, neutrophils, dendritic cells, monocytes and NE
lymphocytes to combat infections [40,42-44].

T lymphocytes are activated when the T-cell receptor (TCR) and
CD4 or CD8 co-receptors recognize the major histocompatibility
complex (MHC) expressed on APCs and bind to peptide antigens
processed by lysosomal or proteasomal mechanisms [40.45]. However,
binding alone does not suffice to trigger clonal expansion, which needs
a second co-stimulatory signal provided by the APCs themselves
through glycoproteins known as B7.1 (or CD80) and B7.2 (or CDB8A).
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These glycoproteins bind to the corresponding receptor on T cells (the
CD28 molecule) [45].

Several studies revealed an association between polymorphisms of
human genes involved in the invasion of erythrocytes by parasites and
the susceptibility to vivax malaria. Additionally, the variability in genes
that encode molecules involved in the immune response is associated
with changes in the pattern of parasitemia, clinical aspects and
susceptibility to discase [18,46].

Concerning P vivar erythrocyte invasion receptors and ligands,
individuals heterorygous for the Duffy blood group antigens (FyA/
FyB) were found to be more susceptible to malaria in Brazil [47].
However, Duffy-negative individuals may become infected with 2
vivarvia other receptors involved in erythrocyte recognition [4748].

The role of the human leukocyte antigen (HLA) system in the
immune response to  Plasmodium  antigens has been  widely
investigated. Allelic differences in these genes exhibited contradictory
results among the various investigated endemic areas, including Brazil;
therefore, it seems unlikely that they are the only mechanism
responsible for deviations of the immune response [49-51].

The current knowledge about the genes involved in the immune
response and the implications of their variability for the causes of
disease has been greatly advanced by data from human genome
sequencing. In addition to the genes and alleles involved in the
pathogenesis of several diseases, association studies have allowed the
frequencies of these alleles to be determined in these populations.
Because genetic polymorphisms vary among different population
groups, the heterogeneity of the Brazilian populations will contribute
relevant information to the understanding of the causes of complex
diseases, such as malaria. These studies also contribute knowledge on
the evolution a functional implications of genetic polymorphisms.

Concluding Remarks

The development of the immune response depends on a cellular and
molecular complex that is essential for the protection of humans
against infectious agents, autoimmune diseases and tumors. For the
immune response to adequately occur, a balance is needed in the
ability of the cells to respond to infectious agents and to suppress
autoimmunity [52]. Thus, polymorphisms associated with modulation
of the expression of genes that encode immune response co-
stimulatory molecules might influence the occurrence of various
diseases; indecd, several recent studies demonstrated this association
[53].

Variability in genes that encode molecules involved in the immune
response is associated with changes in the pattern of parasitemia,
clinical aspects and susceptibility to disease. The current knowledge
about the genes involved in the immune response and the implications
of their variability for the cause of disease has been greatly advanced by
data resulting from human genome sequencing. 11-2 is a cytokine that
contributes to the differentiation and survival of regulatory T cells,
thereby ensuring their significance in the contral of the immune
response and their effective participation in the pathogenesis of several
pathological conditions, such as cancer and metabolic, infectious,
antoimmune and inflammatory diseases [11,12]. Therefore, IL-2 plays
multiple roles in immune functions by contributing to the generation
and propagation of antigen-specific immune responses [13]. Although
the relevant role of this molecule in the immune response is known,

more studies on its function are needed, especially concerning parasitic
infectious diseases.
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Abstract

It is well established that infection by Plasmodium vivax is a result of
host-parasite interactions. This study evaluated polymorphisms in the IL1 and
IL2 genes and of the central portion of the circumsporozoite protein (CSP) and
correlated them with the cytokine profiles, anti-CSP antibody levels and
parasitic loads of 138 individuals naturally infected with P. vivax in an endemic
area of the Brazilian Amazon. Molecular diagnosis of P. vivax and variants was
performed using the PCR-RFLP method, and IL-1B and IL-2 cytokine levels
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were detected by flow cytometry. IL1B -511C>T, IL2 -330T>G and IL2 +114T>G
polymorphisms were identified using PCR-RFLP and allele-specific PCR. CSP
antibodies were measured by ELISA. Three variants of P. vivax CSP were
identified, and VK247 was found to be the most frequent. However, the
prevalence and magnitude of IgG antibodies were higher for the VK210 variant.
Furthermore, the antibody response to the CSP variants was not associated
with the presence of the variant in the infection. Significant differences were
observed between SNP -511T>C in the IL1B gene and levels of antibodies to
the VK247 and P. vivax-like variants, but there were no associations between
SNPs in genes IL1 and IL2 and their plasma products. Studies of associations
of cytokine gene SNPs in the humoral immune response to malaria are still
incomplete, and the results have been contradictory. Given that the evolution of
malaria results from the interaction of factors inherent to both parasite and host,
this study helped to identify genetic variants that may influence the humoral

immune response against malaria, particularly P. vivax.

Keywords: Circumsporozoite protein (CSP), IL-1, IL-2, polymorphisms,

antibodies

Author Summary

The immunopathogenesis of P. vivax remains unclear. New evidence
suggests that serious vivax malaria complications may be more common than
previously thought. Moreover, the diversity of clinical manifestations can also be
attributed to each host’'s immune response. The immune response to malaria
involves innate and adaptive mechanisms and includes the participation of
various cell types and antibodies that may be responsible for eliminating the
agent or immunopathology. We investigated circumsporozoite protein (CSP)
polymorphisms in the parasite and in human IL1 and IL2 cytokine genes to
verify their effect on the immune response to P. vivax. Infections containing only
the VK247 variant were the most common, followed by simple infections with
the VK210 variant and mixed infections containing the VK210 and VK247
variants. P. vivax-like was detected in only one sample. The CSP variant did not
affect cytokine plasma levels, and there were no positive associations between
the SNPs of IL-1 and IL-2 and their plasma levels. Significant differences were

observed in SNP rs16944 in the IL1B gene between levels of antibodies to the
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VK247 and P. vivax-like variants. Therefore, routine investigation of these

factors should be performed.

Introduction

Malaria caused by Plasmodium vivax accounts for approximately 50% of
malaria cases that occur outside Africa. In Brazil, the majority of detected cases
are caused by this protozoan species [1]. Infections caused by P. vivax have a
variety of symptoms, ranging from asymptomatic infections to more serious
complications, such as severe anemia, acute respiratory failure and eventual
death [2]. It is well established that infection results from parasite-host

interactions and the nature of the generated immune response.

Mechanisms mediated by both antibodies and cells are essential to
confer clinical protection against malaria [3, 4]. The protective roles of
antibodies against the different stages of the parasite include a variety of
mechanisms, such as invasion blocking [5], opsonization [6] and antibody-
dependent cellular cytotoxicity [7]. Moreover, cytokine production is crucial in
the control of disease symptoms and parasitemia. Some studies have
suggested that the balance between pro- and anti-inflammatory cytokines
appears to be important in the control of clinical symptoms, parasitemia levels,
degree of anemia and clinical evolution of severe infection. However, to date,
the role of cytokines in the pathogenesis of malaria and their relationship to
protection remain unclear [8, 9, 3, 10].

IL-1 and IL-2 are important proinflammatory cytokines involved in the
early immune response to infection. IL-1 is an endogenous pyrogen that
mediates its response via two cytokines, IL-1a and IL-1B. IL-1 has a broad
spectrum of biological responses, acting mainly as a T cell proliferation
stimulant and also as a co-factor in the proliferation and activation of B cells. Its
excessive production is harmful and contributes to inflammatory diseases [11].
In malaria, it is believed that high IL-1 serum levels play a role in disease
severity [12]. IL-2 is mainly produced by activated T cells, especially in the
presence of IL-1 and IFN-a, and it is important for the growth and differentiation

of different subpopulations of T cells and, to a lesser degree, B cells.
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Furthermore, it is an important activator of IFN-y and TNF-a secretion [13,14]. In
malaria, IL-2 is produced by the patient’'s T cells in response to P. falciparum

antigens [15] and enhances the lytic activity of NK cells against schizonts [16].

It has been well established that different strains of Plasmodium
maintained in the laboratory and isolated from patients from malaria endemic
areas may differ in their ability to induce an immune response. Although the
molecular mechanisms involved in the parasite’s virulence are still poorly
understood, it is likely that polymorphisms in immunogenic parasite antigens are
important. One of the most studied of these different antigens is
circumsporozoite protein (CSP). This protein is multifunctional, acting on
sporozoite maturation, salivary gland invasion in the mosquito and hepatocyte
invasion at the start of the pre-erythrocytic cycle in humans [17]. This protein is
the most abundant on the surface of the sporozoite and has high immunogenic
potential. This molecule has been identified as a principal target in developing a
recombinant anti-malaria vaccine, as it induces a good specific humoral
response, similar to that observed in natural human exposure to malaria [18].
The P. vivax CSP gene has a central immunodominant region of tandem
repeats flanked by two highly conserved regions that encode the amino terminal
(N) and carboxy-terminal (C) regions. The central repetitive region (R) of P.
vivax CSP is polymorphic and is the most immunogenic portion; three major
allelic forms of PvCSP have been described - VK210, VK247 and P. vivax-like;
[19, 20]. A recent study showed that variants may differ in the course of

infection, such as in terms of parasite burden and cytokine production [21].

In addition to variations in the parasite, growing evidence shows that host
genetic background can contribute to marked differences between individuals in
the course of infection, generating frequently conflicting results in host-parasite
interaction studies. For this reason, it is valuable to identify which genes could
be important in the host response to malaria infection, as this could provide
insights into the molecular mechanisms involved in the pathogenesis of and
immunity to malaria. In this manner, we can highlight the factors involved in
immune response regulation, including the polymorphisms in molecule
encoding genes, which are important humoral and cellular immune response
mediators [22, 23, 24, 25, 26, 27]. The objective of this study was therefore to
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further investigate parasite and host polymorphisms that may affect the immune
response to P. vivax. To this end, we characterized the humoral immune
response to P. vivax’s CS protein and variants VK 210, VK 247 and P. vivax-like
and evaluated the effect of IL1 and IL2 gene polymorphisms on modulation of
the humoral immune response and the parasitic load of naturally infected

individuals in an endemic area of the Brazilian Amazon.

Methods

This study was approved by the Research Ethics Committee of the Julio de
Mesquita Filho Sao Paulo State University (Universidade Estadual Paulista
Julio de Mesquita Filho - Unesp) under protocol number 331,162. All study
participants signed

written terms of informed consent."

Sample

This study included 138 patients from a previous study in the Goianésia
do Pard municipality of Para, Brazil (These samples were first analyzed by
Cassiano et al., 2015) [28]. This region was among the five municipalities that
accounted for 50% of malaria cases in the State of Para in 2012, which was the
blood sample collection period. Patients were included in the study after
confirmed infection with P. vivax, diagnosed by TBF (thick blood film) and

molecular protocol [29], before starting treatment.

Cytokine assay

A CBA Kit (BD) (cytometric bead array) was used in this study to quantify
the IL-1B and IL-2 cytokines according to the protocol described by Walther et
al. (2006) [30]. Briefly, sera and cytokine patterns from the kit were incubated
with capture beads coated with antibodies specific to the respective cytokines
and with detection antibody labeled with phycoerythrin (PE). After incubation, a

wash solution was added and centrifuged. The supernatant was discarded, and



127

the samples were resuspended for acquisition on a FACSCanto type Il flow
cytometer (Becton Dickinson, San José, CA, USA). A standard curve was
generated for each cytokine and analyzed using FACSDiva software (Becton
Dickinson, San Jose, CA, USA). The results were analyzed using FCAP Array
3.0 software (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA). Raw FIM (Fluorescence
Intensity Mean) values were quantified for each cytokine. Values were
expressed in pg/ml for each cytokine in comparison to the standard curve. The
measurements were performed in duplicate, and the arithmetic mean of the two

values was used for analysis.

Evaluation of genetic polymorphisms in the IL1B (-511C>T) gene

For the analysis of polymorphisms in the IL1B -511C>T (rs16944) gene,
the DNA samples were amplified using the PCR-RFLP method according to
Cantagrel et al. 1999 [31]. The size of the resulting amplified fragment was
approximately 305 bp, which was digested with restriction endonuclease Eco
881. The presence of the T allele was identified by one 305 bp fragment and the
C allele by the presence of 115 and 190 bp fragments.

Genotyping of SNP -330T/G and +114T/G in the IL2 gene

Determination of SNP +114T>G (rs2069763) was performed using the PCR-
RFLP method according to Song et al. 2012 [32]. The size of the resulting
amplified fragment was 262 bp. After digestion with the Mwol enzyme, the G
allele was identified by formation of 111 and 151 bp fragments, while there was
no T allele cleavage.

The determination of SNP -330T>G (rs2069762) was performed using the
allele-specific PCR method (PCR-CTPP) according to the protocol described by
Togawa et al. (2005) [33]. The resulting G allele fragment was 215 bp, while the
T allele fragment was 152 bp.

Plasmodium vivax CSP gene fragment amplification using the PCR-RFLP

method

The P. vivax CSP variants were analyzed using the PCR-RFLP method.
Amplification was performed as described by Cassiano et al. (2011) [34] with

modifications. A reaction mix was prepared with a final volume of 25 L,
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containing P. vivax DNA, 1X PCR buffer (20 mM Tris-HCI pH 8.4, 50 mM KClI),
1.6 mM MgCl, 0.2 mM each dNTP, 0.2 pM each primer (5
AGGCAGAGGACTTGGTGAGA 3 and 5 CCACAGGTTACACTGCATGG 3)
and 1 U of Platinum Taq (Invitrogen). The reaction was carried out in a
thermocycler (DNA Mastercycler, Eppendorf, Germany) as follows: an initial
cycle at 94°C for 15 min, followed by 30 cycles at 94°C for 1 min, 58°C for 1 min
and 72°C for 1 min, with a final extension at 72°C for 10 min. As a positive
control, we used three plasmids containing a gene insertion of the CSP
repetitive portion from the variants amplified from P. vivax VK210, VK247 and
P. vivax-like (Bluescript Stratagene, La Jolla, USA). Sterile water was used for
the negative control. The digestion reaction was performed in a final volume of
20 pL, containing 10 U of Alul (Invitrogen), 2 uL of enzyme reaction buffer, 10
uL of PCR product and 7 pL of DNase-free sterile water. The reactions were

performed overnight in a water bath at 37°C.
Evaluation of serological response to P. vivax CSP

Anti-CSP antibodies were detected using synthetic peptides corresponding
to the immunodominant epitope of the repetitive regions of the P. vivax CSP
(PvCSP) gene as described by Cochrane et al. (1990) [35]. Briefly, 96-well
plates (Maxsorp) were incubated overnight at 4°C with antigens at
concentrations of 1 ug/mL for the VK210 variant and 5 pg/mL for the VK247 and
P. vivax-like variants. After the incubation period, the antigens were blocked
with BSA (Sigma-Aldrich, USA). The sera were diluted at a ratio of 1/100 in
PBS-T-2.5% BSA and applied to the 96-well plate (Corning, New York, USA) in
duplicate. After washing, 100 pL of anti-human IgG conjugate labeled with
peroxidase (Sigma, St. Louis, MO, USA) was added to each well. The plates
were incubated at 37°C for 1 hour. After a second washing, 100 pL of substrate
[ortho-phenylenediamine and hydrogen peroxide (Merck, Darmstadt, Germany)]
was added to each well and again incubated at 37°C for 1 hour. The reaction

was stopped with 100 pL of 1% H,SO,4 solution.

Sera from 25 control (non-malarial) samples from Rio de Janeiro were used
as a negative control (These samples were first analyzed by Cassiano et al.,
2015) [28]. The cutoff value was determined to be the mean optical density
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(OD) + three standard deviations of the control samples (cut-off values: VK210
= 0.073; VK247 = 0.060; P. vivax-like = 0.070). To homogenize the OD data
obtained in the different experiments, the reactivity index (RI) was calculated for
each sample by dividing the mean OD of the sample tested by the OD cut-off

value of each experiment. Samples with Rl > 1.0 were considered positive.
Statistical analysis

Genotypic and allelic frequencies and those of individuals with each allele were
estimated by direct counting. Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) was evaluated
using the Bioestat v.5.3. Statistical analyses were performed using R version
3.0.0. The charts were created using GraphPad Prism v5.01. For univariate
analysis, differences in proportions were measured using the Chi Square test,
and differences in medians were tested using the Kruskal-Wallis and Mann-
Whitney U tests. Correlations were measured using the Spearman coefficient.
Association analyses involving SNPs were performed using the SNPassoc R
package [36]. The SNPs were tested following different genetic models (co-
dominant, dominant or recessive) in multivariate logistic regression models
using covariates, such as age, gender and malaria history. p values less than
0.05 were considered significant.

Results
Study subjects

There was a greater frequency of males in the studied subject group
(71%). The mean age was 29.8 (SD + 14.1) years. Of the 122 individuals who
remembered already having contracted malaria in the past, only eight reported
never having had a previous episode of malaria. Parasitemia data were
available for 94 samples, and the mean parasitemia was 769.3 parasites/mm?

(95% CI: 494.3 - 1197.4).
CSP genotyping

The P. vivax CSP gene was successfully amplified in 131 (94.9%) of the
samples included in this study. Infections containing only the VK247 variant

were the most common (45.8%), followed by simple infections with the VK210
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variant (36.6%) and mixed infections containing the VK210 and VK247 variants
(13.7%). The P. vivax-like variant was detected in isolation in only one sample,
and four samples had mixed infections of the three variants. There was no
significant difference in parasitemia between the VK210 variant (geometric
mean = 460.2 parasites/mm® 95% Cl: 224.3 - 903.6) and VK247 variant
(geometric mean = 965.9 parasites/mm?®, 95% Cl: 562.9 — 1657.6) (p = 0.20,
Mann-Whitney test).

Antibody recognition of PvCSP variants

Of the 133 individuals infected with P. vivax, 28.2% had antibodies
specific to at least one CSP variant. The frequency of responders for the
VK210, VK247 and P. vivax-like variants was 22.6%, 8.3% and 12.0%,
respectively (Fig 1A). The prevalence and reactivity index of CSP antibodies
was higher for the VK210 variant than for VK247 (p = 0.001). Regarding the
magnitude (RI) of the IgG response, higher levels were observed for the VK210
variant (median = 0.60; 1Q: 0:43 - 0.87) than for the VK247 (0.39; 1Q: 0.30 -
0.52) and P. vivax-like (0.43; 1Q: 0.36 - 0.62) (p < 0.0001) variants (Fig 1B).
There was a significant correlation between IgG antibody levels for all three
variants (Fig 1C-E ).

Figure 1. Naturally acquired IgG antibodies against PvCSP variants. A)
Frequency of IgG responders against the three PvCSP variants. B) Differences
in IgG antibody levels (RI) for the three PvCSP variants (Kruskal-Wallis test, p <
0.001). C) Significant Spearman correlation between specific antibody levels
against the VK210 and VK247 variants (r = 0.236, p = 0.006); D) VK210 and P.
vivax-like (r = 0.221, p = 0.01) and; E) VK247 and P. vivax-like (r = 0.874, p <
0.0001). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

We tested whether demographic variables (gender, age, previous history of
malaria and residence time in the study area) could affect the antibody
response to PvCSP; the only significant association was the higher proportion
of women among individuals with P. vivax-like variant antibodies (p = 0.02)
(Table 1).
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Effect of CSP genotype on antibody production

There was no significant difference in antibody responses between
individuals infected with the different variants. It is noteworthy that in individuals
who did not have antibodies and in those who did, responder frequency was not
associated with the infecting variant. The VK210 responder frequency was
similar among individuals infected with the VK210 variant compared to
individuals who were not infected with VK210 (24.3% vs 19.7%, p = 0.67).
Likewise, the presence of the VK247 variant at collection time did not increase
the frequency of VK247 responders (8.5% vs 8.2%, p = 1.0). Moreover, there
was no significant difference in CSP antibody reactivity rate according to the
variant present in the infection (VK210 or VK247) (Fig 2). Because only one
sample contained a simple P. vivax-like variant infection, further analysis was

not performed on this variant.

Figure 2. Anti-CSP antibody levels in relation to the presence of variants
in infection. A) Anti-VK210 antibody levels according to the presence of the
VK210 variant in the infection (p = 0.1). B) Anti-VK247 antibody levels
according to the presence of the VK247 variant in the infection (p = 0.57).

Single nucleotide polymorphisms and their association with antibody

response

SNPs in the IL2 (rs2069762 and rs2069763) and IL1B (rs16944) genes
were genotyped in 77 samples. The genotypic frequencies are presented in
Table 1. HWE was observed only for SNP rs16944 (p = 0.02). The SNPs were
evaluated in relation to anti-CSP antibody levels (Table 1). Significant
differences were observed in SNPs in the IL1B rs16944 gene between levels of
antibodies to the VK247 and P. vivax-like variants. Individuals with the CC
genotype had higher levels of anti-VK247 antibodies than did individuals with
CT+TT (0.77 vs 0.47, p = 0.003). Furthermore, it was observed that individuals
with the CC genotype also had more anti-P. vivax-like antibodies (0.94 vs 0.55,
p = 0.001).



132

Table 1. Polymorphism frequency and association with levels of anti-CSP

variant antibodies

VK210 VK247 P. vivax-like
Gene SNP n (%) p® Negative p* Negative p?
IL1B rs16944 0.14 0.005 0.005
C/IC 12 0.66 £ 0.77 = 0.95 *
(15.6) 0.71 0.76 0.86
CIT 49 0.59 = 0.44 + 0.53
(63.6) 0.29 0.21 0.36
TIT 16 0.94 = 0.56 = 0.64
(20.8) 0.53 0.29 0.34
IL2 rs2069762 0.54 0.25 0.07
GIG 3(3.9) 0.62% 0.37 + 0.44 +
0.36 0.01 0.03
GIT 27 0.81 + 0.59 + 0.74 =
(35.1) 0.64 0.53 0.68
T/T 47 0.60 0.48 £ 0.55+
(61.0) 0.30 0.27 0.34
IL2 rs2069763 0.31 0.93 0.99
G/G 32 0.63 £ 051+ 0.61
(42.1) 0.52 0.47 0.58
GIT 40 0.69 0.52 + 0.60 £
(52.6) 0.40 0.31 0.41
TIT 4(5.3) 084+ 0.58 £ 0.83
0.52 0.33 0.44
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®p values are based on fitting logistic regression models adjusting for gender,

age and previous malaria infection

Cytokine profile

IL-18 and IL-2 cytokine plasma levels were measured in 79 patients
infected with P. vivax; of these, 24 patients met or exceeded the detection limit
for IL-18 (median 10.73 pg/mL; IQR: 4.41 — 28.32). On the other hand, IL-2
levels exceeded the detection limit in only 7 samples (median 13.35 pg/ml, IQR:
12.1 - 17.1). There was no significant correlation between IL-1 and IL-2 levels
(Spearman's rho = 0.128, p = 0.26). There was also no significant correlation
between the levels of interleukins with parasitemia and anti-CSP variant

antibody levels (Table 2).

Table 2. Correlation between cytokine levels and parasitemia and anti-CSP

antibodies

Spearman’s rho, p-value

Variable Parasitemia VK210 VK247 P. vivax-like

IL-18 0.039,0.73 0.034,0.77 -0.143,022 -0.156, 0.18

IL-2 0.068,0.55 -0.171,0.14 0.067,0.57 0.091, 0.44

Influence of CSP variants on cytokine levels

The CSP variant did not affect the cytokine plasma level. As shown in

Figure 3 (Fig 3), there was no significant difference in the levels of IL-1B (p =
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0.89) and IL-2 (p = 0.07) between infections containing the VK210 and VK247

variants.

Figure 3. Cytokine profile among infections containing the VK210 and
VK247 variants. Cytokines were measured by CBA. The bars represent the
medians and interquartile ranges of the groups. P values were determined by

nonparametric Mann-Whitney U tests.

Association of polymorphisms in IL1B and IL2 genes with their products

Regardless of the tested genetic model (co-dominant, recessive or
dominant), no significant associations were observed between SNP rs16944 in
the IL1B gene and IL-1P3 levels or between SNPs rs2069762 and rs2069763 in
the IL2 gene and IL-2 levels (Fig 4).

Figure 4. Association between the SNPs IL1B rs16944 (A), IL2 rs2069762
(B) and IL2 rs2069763 (C) and their genetic products. The bars represent
the medians and interquartile ranges. There was no significant difference when

using different genetic models.

Discussion

Understanding the dynamics of transmission and genetic structure of the
P. vivax population is important in predicting the emergence and distribution of
different strains of the parasite, which may differ in terms of virulence and drug
resistance. This is particularly important when we consider the CSP gene, the
principal sporozoite surface antigen, which is crucial for this stage of the
parasite’s development [4]. This gene has been shown to be a valuable marker
in studies of population genetics, especially for P. vivax because in this species,
the central repetitive region of the protein is marked by tandem repeats, and
three types of peptide repeat motifs are recognized, defining the VK210, V247
and P. vivax-like variants [37, 38]. Using serological and/or molecular

approaches, different authors have evaluated the occurrence of P. vivax CSP



135

variants (VK210, VK247 and P. vivax-like) in endemic areas of the Amazon.
Both the VK210 and VK247 variants are widely distributed [18, 19,39, 40, 41];
VK210 predominates in many areas of Brazil and in some other areas, VK247
has been limited, and in other regions, mixed genotype infections have been
evidenced [42,18]. Recently, the presence of VK247 in single infections has
been identified in two areas of the state of Para (Novo Repartimento [18] and
Goianésia do Para [43]) and in the Oiapoque municipality in the state of Amapa
[44]. However, in contrast to the findings of most of these studies, the VK247
variant was found in greater frequency in our population. This result is
particularly important from an epidemiological point of view because it has been
shown that infections with the V247 variant have a higher parasitic burden and
prevalence of inflammatory cytokines, which could result in major complications
[21]. The reasons for the frequency variables found for P. vivax CSP variants
are unclear but may be related to epidemiological transmission conditions. It
has been reported that different vector species have different susceptibilities to
each variant. For example, Anopheles darlingi, An. Aquasalis and An.
Albimanus are more susceptible to the VK210 variant than the VK247 variant
[45, 46]; in turn, VK210 ookinetes fail to develop in the intestinal epithelium of
An. pseudopunctipennis [47]. Thus, the population genetic structure of P. vivax
is probably conditioned to the local vector species, which may facilitate the
introduction or exclusion of new strains and genotypes with favorable
transmission conditions. Another condition that likely contributes to the
dynamics and genetic structure of the parasite population is the immune status
of the human host because the CSP’s repetitive central region, which
characterizes the P. vivax variants, contains B cell epitopes. Antibodies specific
to this region are able to block invasion of sporozoites into the hepatocytes [48]
and are correlated with protection [49]. The higher frequency of VK247
infections where the population presents higher antibody responses to VK210
can therefore be explained. However, this hypothesis can hardly be applied to
our population for two reasons: 1) the low proportion of individuals with anti-
VK210 antibodies (22.6%) and 2) the fact that we found no association between

the presence of this variant at the time of infection and CSP-specific antibodies.
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Knowledge of the naturally acquired immune response is essential for the
development of vaccination strategies. This is particularly important for the
CSP, which is a principal candidate antigen for the P. vivax vaccine. In the
present study, we evaluated the specific IgG antibody response to each P. vivax
variant. Previous studies have shown that antibodies to the three variants are
present in different endemic areas of the Brazilian Amazon [50, 19, 51]. We
found a greater frequency of anti-VK210 responders and antibody levels than
for the other variants. Interestingly, this increased anti-VK210 IgG antibody
response does not seem to be due to greater exposure to this variant because
a greater frequency of infections containing the VK247 variant was found. This
result therefore probably reflects the increased antigenicity of VK210, as shown
in other studies [52, 53]. Another important result was the detection of anti-P.
vivax-like variant antibodies. Although this variant was recognized in the early
1990s in Papua New Guinea [38], several studies across the world have failed
to detect it [40, 54, 55]. However, coupled with the detection of some samples
containing this infection, the presence of antibodies to this variant indicates that
P. vivax-like circulation occurs at low frequencies in the Brazilian Amazon.
Similar results have been observed in different Amazonian regions in Brazil [18,
50, 51] and French Guiana [56].

Generally, the seropositivity of individuals with anti-CSP repeat antibodies
was low (28.2%, considering the three variants). The responder frequency was
similar to that observed in other areas of the Brazilian Amazon [50, 51, 57] but
less than that found in other studies, including studies conducted in Brazil [53,
58, 59]. In fact, the frequency of P. vivax CSP responders depends on different
factors, such as endemicity conditions and the human host’s background [50,
58, 60]. For this reason, we investigated whether polymorphisms in the IL1B
and IL2 genes might be associated with IgG antibody responses to CSP
variants. It is known from studies with human and murine models that cytokines
play a key role in immune modulation in malaria, participating in parasitemia
control and physiopathogenesis of the disease, depending on their cellular and

circulating levels [61].

IL-1 may increase the humoral immune response by stimulating B cell

differentiation and increasing immunoglobulin proliferation and secretion [62].
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The role of IL-2 in antibody production is controversial. While synergy with IL-10
appears to increase IgG production by B cells activated by Staphylococcus
aureus [63], IL-2 infusion increases cell-mediated cytotoxicity and decreases
the total amount of IgG generated in patients with hematological malignancy
[64].

We therefore analyzed two polymorphisms in the IL2 gene (+114T>G
and -330T>G). In position -330T>G, the most frequent genotype was TT
(60.46%), and the most frequent allele was T (96.5%). For the +114T/G
position, the most frequent genotype was TG (54.1%), and the allele was G
(95.3%). Similar results were found by Togawa et al. (2005) [33] for position -
330 in Japanese subjects, demonstrating that the most frequent genotype was
TT (39.6%). Song et al. (2012) [32] evaluated these two SNPs in the IL2 gene in
Chinese subjects and found that the most frequent genotype at position -330
was TG; however, the most frequent allele was T. In position +114, the most
frequent genotype was TG, and the most frequent was allele was also T. This
suggests, therefore, that the composition and pressure of parasitic infectious
and autoimmune diseases can alter the polymorphism pattern of this gene in
different areas of the world. Additionally, in analyzing polymorphisms of the
ILAB gene in the -511 position in individuals infected with Plasmodium
falciparum, Israelsson (2011) [65] suggested that the presence of a polymorphic
allele can affect disease susceptibility. This same SNP was also associated with

the presence of anemia in patients with severe malaria [65].

The presence of the G allele for SNP -330T/G, located in the promoter
region of the IL2 gene, is associated with increased susceptibility to cancers
and inflammatory diseases, including rheumatoid arthritis and myeloid leukemia
[66,67,68]. In addition, this allele is also associated with changes in levels of
this cytokine [67, 68]. Studies have also reported that T lymphocytes from
patients with SNP -330G/G were capable of producing a greater quantity of IL-2
protein than those with -330T/G or T/T, suggesting that the identification of G-
330T (rs2069762) in this promoter region can influence the production of this
protein in healthy subjects [69].
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In the present study, we found that individuals with the genotype CC for
SNP IL1B -511C>T (rs16944) showed a higher IgG antibody response to the
VK247 and P. vivax-like variants. This SNP has recently been studied in various
diseases, and the T allele has been associated with an increased risk of septic
shock [70], gastric cancer [71] and cervical cancer [72]. In malaria, the allelic
frequencies of this SNP did not differ between symptomatic and asymptomatic
individuals in the Fulani ethnic group [65], but it has been associated with
severe anemia in patients with falciparum malaria in Kenya [73]. Interestingly,
this SNP did not affect IL-1B plasma levels in our study. In fact, previous studies
have failed to associate this SNP in isolation with relevant changes in gene
transcription [74, 75]. This SNP is located upstream of the transcription start
site, in the gene’s promoter region; a high linkage disequilibrium between SNPs
located in this region has been demonstrated, and changes in gene expression
appear to be more affected by haplotypes than by specific SNPs [74]. It is
therefore likely that SNP rs16944 is not responsible for these changes but that it
may be in linkage disequilibrium with the true causal variant or participates in
the context of certain haplotypes. Thus, one of the limitations of this study was
the evaluation of only a single SNP in the IL1B gene. New studies evaluating
greater genetic coverage of the IL1B gene with a larger sample size will
therefore help to confirm the participation of this SNP in the humoral response

against P. vivax.

In conclusion, studies of possible SNP associations in cytokine genes in
the humoral immune response to malaria remain scarce in vivax malaria, and
the results have been contradictory. The majority of studies have been
performed on experimental models and/or with P. falciparum. Molecular
parameters of P. vivax CSP’s central portion and their association with the
proinflammatory cytokine and anti-CSP antibody profile offer significant results
in regard to this evaluation in the Brazilian Amazon. As the evolution of malaria
results from the interaction of factors inherent to both parasite and host, the
genetic variability of both should be considered with respect to the disease

process. Therefore, routine investigation of these aspects should be performed.
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Figure 1. Naturally acquired IgG antibodies against PvCSP variants. A) Frequéncia de
respondedores 1gG contra as trés variantes da PvCSP. B) Diferencas nos niveis de anticorpos (RI) 1gG
para as trés variantes da PvCSP (Kruskall-Wallis test, p < 0.001). C) Correlagdo de Spearman
significativa entre os niveis de anticorpos especificos contra a variante VK210 e VK247 (r = 0.236, p =
0.006); D) VK210 e P. vivax-like (r = 0.221, p = 0.01) e; E) VK247 e P. vivax-like (r = 0.874, p <
0.0001). *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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Figure 2. Niveis de anticorpos anti-CSP em relagdo a presenca das variantes na infecgdo. A) Niveis

de anticorpos anti-VK210 de acordo com a presenca ou ndo da variante VK210 na infecgdo (p = 0.1). B)

Niveis de anticorpos anti-VK247 de acordo com a presenga ou ndo da variante VK247 na infeccéo (p =

0.57).
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Figure 3. Perfil de citocinas entre infec¢fes contendo as variantes VK210 e VK247. Cytokines were

measured by CBA. The bars represent the median of the group and interquartile range. P values were

determined by nonparametric Mann-Whitney U tests
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Author information

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 273 individuals from the north of
Brazil participated in this study. Nine single nucleotide polymorphisms in
7 genes (CD28, CTLA4, ICOS, CD86, CD40, CD40L and BLYS) were
determined by polymerase chain reaction-restriction fragment length
polymorphism. We also investigated 48 insertion/deletion ancestry
markers to characterize individual African, European and Amerindian
ancestry proportions in the samples. The 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


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Impact+of+population+admixture+on+the+distribution+of+immune+response+co-stimulatory+genes+polymorphisms+in+a+Brazilian+population
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cassiano%20GC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26429313
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Santos%20EJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26429313
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Maia%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26429313
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Furini%20Ada%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26429313
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Storti-Melo%20LM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26429313
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Storti-Melo%20LM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26429313
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tomaz%20FM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26429313
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Trindade%20PC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26429313
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Capobianco%20MP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26429313
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Amador%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26429313
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Viana%20GM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26429313
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Viana%20GM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26429313
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=P%C3%B3voa%20MM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26429313
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Santos%20SE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26429313
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Machado%20RL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26429313
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Impact+of+population+admixture+on+the+distribution+of+immune+response+co-stimulatory+genes+polymorphisms+in+a+Brazilian+population

159

other SNPs and haplotypes studied. Our findings reinforce the need to
apply AlMs in genetic association studies involving
these polymorphisms in the Brazilian population.

Copyright © 2015 American Society for Histocompatibility and

Immunogenetics. Published by Elsevier Inc. All rights reserved.

KEYWORDS: Admixture population; Ancestry markers;
Immunogenetics
PMID: 26429313. DOI: 10.1016/j.humimm.2015.09.045. [Indexed for
MEDLINE]
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Humoral immune responses against the malaria vaccine candidate
antigen Plasmodium vivaxAMA-1 and IL-

4 gene polymorphisms in individuals living in an endemic area of
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Author information

Abstract
BACKGROUND:
Several studies have recently demonstrated that

the immune responses against malariais governed by different factors,
including the genetic components of the host. The IL-4 gene appears to be a
strong candidate factor because of its role in the regulation of the Th2 response.
The present study investigated the role of IL-4 polymorphismsin the
development of IgG antibodies against PvAMA-1 and the IL-4 levels
in individuals infected  with Plasmodium vivax in ~ a malaria endemic area in

the Brazilian Amazon.

METHODS:

The study sample included 83 patients who were diagnosed with
P. vivax infection using thick smear and confirmed by nested-PCR. The IL-4 -
590C>T and IL-4 -33C>T polymorphisms were genotyped by PCR-RFLP, and
the intron 3 VNTR was genotyped by PCR. A standardised ELISA protocol was
used to measure the total IgG against PvAMA-1. The cytokine/chemokine levels
were measured using a Milliplex multiplex assay (Millipore). All of the subjects
were genotyped with 48 ancestry informative markers to determine the
proportions of African, European and Amerindian ancestry using STRUCTURE

software.
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RESULTS:

Of the 83 patients, 60 (73%) produced IgG antibodies against PvAMA-1. A
significant decrease in the percentage of respondents was observed among the
primo-infected individuals. No significant differences were observed in the
frequencies of genotypes and haplotypes among individuals who were positive
or negative for IgG antibodies against PvAMA-1. Furthermore, no significant
correlation was observed between the IL-4 polymorphisms, antibody levels, IL-

4 levels, and parasitemia.

CONCLUSIONS:
This study indicated that the polymorphisms identified in the IL-4 gene are not
likely to play a role in the regulation of the antibody response against PvAMA-1

and IL-4 production in vivax malaria.
Copyright © 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

KEYWORDS: Ancestry informative markers; Interleukin 4.
Parasitemia; Plasmodium vivax; SNP
PMID: 25922277 DOI: 10.1016/.cyt0.2015.03.020 [Indexed for MEDLINE]



https://doi.org/10.1016/j.cyto.2015.03.020

162

3. Artigo publicado na Mediators of Inflamation no ano de 2016

Mediators Inflamm. 2016;2016:5168363. doi: 10.1155/2016/5168363. Epub
2016 Nov 24

Frequency of TNFA, INFG, and IL10 Gene Polymorphisms and

Their Association with Malaria Vivax and Genomic Ancestry.

Furini AA!, Cassiano GC?, Petrolini Capobianco M?, Dos Santos SE* Dantas
Machado RL>.

Author information

Abstract

Polymorphisms in cytokine genes can alter the production of these proteins and
consequently affect the immune response. The trihybrid heterogeneity of the
Brazilian population is characterized as a condition for the use
of ancestry informative markers. The objective of this study was to evaluate
the frequency of -1031T>C, -308G>A and -238G>A TNFA, +874 A>T IFNG and
-819C>T, and -592C>A IL10 gene polymorphisms and
their association with malaria vivax and genomic ancestry. Samples from
90 vivax malaria-infected individuals and 51 noninfected individuals from
northern Brazil were evaluated. Genotyping was carried out by using ASO-PCR
or PCR/RFLP. The genomic ancestry of the individuals was classified using 48
insertion/deletion polymorphism biallelic markers. There were no differences in
the proportions of African, European, and Native American ancestry between
men and women. No significant association was observed for the allele and
genotype frequencies of the 6 SNPs between malaria-infected and noninfected
individuals. However, there was a trend toward decreasing the frequency of
individuals carrying the TNF-308A allele with the increasing proportion of
European ancestry. No ethnic-specific SNPs were identified, and there was no
allelic or genotype association with susceptibility or resistance to vivax malaria.
Understanding  the genomic mechanisms by  which ancestry influences

this association is critical and requires further study.

PMID: 27999453. DOI: 10.1155/2016/5168363
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Abstract

BACKGROUND:

Humoral immune responses against proteins of asexual blood-stage malaria
parasites have been associated with clinical immunity. However, variations in
the antibody-driven responses may be associated with a genetic component of
the human host. The objective of the present study was to evaluate the
influence  of  co-stimulatory  molecule  gene  polymorphisms  of
the immune system on the magnitude of
the humoral immune response against a Plasmodium vivax vaccine

candidate antigen.

METHODS:

Polymorphisms in the CD28, CTLA4, ICOS, CD40, CD86 and BLYS genes of
178 subjects infected with P. vivax in an endemic area of the Brazilian Amazon
were genotyped by polymerase chain reaction-restriction fragment length
polymorphism (PCR-RFLP). The levels of IgM, total IgG and 1gG subclasses
specific for ICB2-5, ie., the N-terminal portion of
P. vivax merozoite surfaceprotein 1 (PvMSP-1), were determined by enzyme-
linked immuno assay. The associations between the polymorphisms and the

antibody response were assessed by means of logistic regression models.

RESULTS:
After correcting for multiple testing, the 1gG1 levels were significantly higher in

individuals recessive for the single nucleotide polymorphism rs3116496 in CD28
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(p = 0.00004). Furthermore, the interaction between CD28 rs35593994 and
BLYS rs9514828 had an influence on the IgM levels (p = 0.0009).

CONCLUSIONS:
The results of the present study support the hypothesis that polymorphisms in
the genes of co-stimulatory components of the immune system can contribute

to a natural antibody-driven response against P. vivax antigens.

KEYWORDS: Antibodies; ICB2-5; Immunogenetics; MSP-1; Plasmodium vivax
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Abstract

BACKGROUND:

The immune response against Plasmodium vivax immunogenic epitopes is
regulated by pro- and anti-inflammatory cytokines that determine antibody
levels and class switching. Cytokine gene polymorphisms may be responsible
for changes in the humoral immune response against malaria. The aim of this
study was to evaluate whether polymorphisms in the TNFA, IFNG and IL10
genes would alter the levels of anti-PvAMA1l, PvDBP and -PvMSP-119 IgG

antibodies in patients with vivax malaria.

METHODS:

Samples from 90 vivax malaria-infected and 51 uninfected subjects from an
endemic area of the Brazilian Amazon were genotyped using polymerase chain
reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) to identify
polymorphisms of the genes TNFA (-1031T > C, -308G > A, -238G > A), IFNG
(+874T > A) and IL10 (-819C > T, -592C > A). The levels of total IgG against
PVAMA1, PvDBP and PvMSP-119 were determined using an enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA). Associations between the polymorphisms and

the antibody response were assessed by means of logistic regression models.

RESULTS:
No significant differences were found in the levels of IgG antibodies against the
PVAMA-1, PvDBP or PVvMSP-119 proteins in relation to the studied

polymorphisms.

CONCLUSIONS:
Although no associations were found among the evaluated genotypes and

alleles and anti-merozoite 1gG class P. vivax antibody levels, this study helps
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elucidate the immunogenic profile involved in the humoral immune response in
malaria.
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Abstract

The development of an effective immune response can help decrease mortality
from malaria and its clinical symptoms. However, this mechanism is complex
and has significant inter-individual variation, most likely owing to the genetic
contribution of the human host. Therefore, this study aimed to investigate the
influence of polymorphisms in genes involved in the costimulation of B-
lymphocytes in the naturally acquired humoral immune
response against proteins of the asexual stage of Plasmodium vivax. A total of
319 individuals living in an area of malaria transmission in the Brazilian Amazon
were genotyped for four SNPs in the genes CD40, CD40L, BLYS and CD86. In
addition, IgG antibodies against P. vivax apical membrane antigen 1 (PvAMA-
1), Duffy binding protein (PvDBP) and merozoite surface protein 1 (PvMSP-119)
were detected by ELISA. The SNP BLYS -871C>T was associated with the
frequency of 1gG responders to PvAMA-1 and PvMSP-119. The SNP CDA40 -
1C>T was associated with the IgG response against PvDBP,
whereas IgGantibody titers against PvMSP-119 were influenced by the
polymorphism CD86 +1057G>A. These data may help to elucidate the
immunological aspects of vivax malaria and consequently assist in the design of

malaria vaccines.
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