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RESUMO

A malédria humana mais prevalente no mundo € causada por Plasmodium vivax, e é a
predominante no Brasil. Possui um histérico clinico benigno, apesar de ser uma doenca
debilitante. No entanto, atualmente existem relatos de casos que evoluiram com
complicacdes e até mesmo Obito, em diversas regides do mundo. Nio se sabe, porém,
quais os fatores desencadeadores desse quadro grave. Esse trabalho visa auxiliar o
esclarecimento dos fatores intrinsecos ao hospedeiro e ao parasito que influenciam a
susceptibilidade e o desenvolvimento desta infeccio como o grupo sanguineo Duffy que
tem papel importante de resisténcia, mas nao fundamental e o polimorfismo da CSP,
responsavel pelas variantes do parasito (VK210, VK247 E P. vivax-like) e avaliar a
resposta ao estresse oxidativo provocado pelo parasito através da quantificacdo da enzima
SOD-1. Participaram do estudo 25 pacientes infectados agudamente por P. vivax virgens
de tratamento de dois municipios de Sdo Luis, Cedral e Buriticupu e mais 9 voluntarios
sauddveis de Sdo Luis que constituiram o grupo controle. O sangue coletado foi
encaminhado a Sdo Luis, para o Laboratério de Imunofisiologia da UFMA e processado
para separacdo do plasma e das hemadcias. Estes foram aliquotados e congelados para
posterior andlise da atividade da SOD-1, carga parasitdria e Genotipagem Duffy por PCR
Real Time, além da andlise do Polimorfismo dos Comprimentos dos Fragmentos de
Restricdo (RFLP) para determinacdo da variante. Nesse estudo, a variante VK210 foi
predominante com diferenca estatistica entre a mesma e a variante VK247. Nao houve
pacientes com a variante P. vivax-like e tiveram 5 pacientes com infec¢do mista com as
duas variantes. A carga parasitaria foi superior na VK247. Dentre o gendtipo Duffy, o
FyA/FyB foi o mais prevalente e detentor de menor parasitemia, com diferenca estatistica
com o genodtipo FyB/FyB, detentor de maior parasitemia. Em relag¢do a quantificacdo da
atividade da SOD-1, esta foi maior no grupo infectado quando comparado ao grupo
controle, assim como entre os genodtipos que possuiam um alelo FyA — FyA/FyB e
FyA/FyBES. Nio houve diferenga estatistica entre a atividade da SOD-1 e as variantes do
parasito, assim como ndo houve correlacdo entre a SOD-1 e a parasitemia. Neste trabalho
ficou evidenciado que o alelo FyA influencia para uma menor parasitemia, assim como
que este alelo promove maior atividade da SOD-1 no plasma dos pacientes. Sugerindo
entdo que o parasito desenvolve um mecanismo de escape no hospedeiro, promovendo
perfil mais regulador que garante maior sobrevivéncia na infeccdo simples de maléria
vivax. Assim como o alelo FyA desempenha papel protetor ao organismo, sugerindo ser
uma caracteristica evolutiva de adaptacao.

Palavras-chave: maléria, Plasmodium vivax, Duffy, estresse oxidativo, CSP, variante.



ABSTRACT

The most common human malaria in the world is caused by the Plasmodium vivax, which
is also the predominant type in Brazil. It has benign clinical course, even though is a
debilitating disease. However, nowadays there are reports in all the world of cases that
developed with complications and even death. It is unknown what the factors that lead to
this clinical course are. This research aims to help in the clarification of the intrinsic
factors of the host and the parasite that influence susceptibility and development of this
infection, as well as the Duffy blood type, that has an important -but not fundamental-
role in the resistance of malaria. Also, the polymorphism of the CSP, responsible for the
different variants of the parasite (VK210, VK247 and P.vivax-like) and evaluate the
response to the oxidative stress caused by the parasite trough the quantification of the
SOD-1 enzyme. 25 patients acutely infected by the P.vivax were selected for this study;
also, they didn’t had any previous treatment. They were from 2 county of Sdo Luis, Cedral
and Buriticupu. Plus 9 healthy volunteers from Sao Luis that composed the control group.
The collected blood was sent to S@o Luis to the Immune Physiology Laboratory of UFMA
and processed for the separation of plasma and red blood cells. They were aliquoted and
frozen for later analysis of SOD- 1 activity, parasitic load and Duffy genotype by Real
Time PCR, in addition to polymorphism analysis of the lengths of restriction fragments
(RFLP) and the analysis to determine the variant. In this study, the VK210 variant was
the most common with statistic difference with the VK247 variant. There were no patients
with the P.vivax-like variant and there were 5 patients with mixed infection of the two
variants. The parasitic load was bigger in VK247. When it comes to the Duffy genotype,
the Fya/FyB was the most prevalent and had the least parasitic load, with statistic
difference with the FyB/FyB genotype that had greater parasytic load. Regarding the
quantification of SOD- 1 activity, it was higher in the infected group compared to the
control group, and between the genotypes who had an allele FyA - FyA / fyb and FyA /
FyBES. There was no statistical difference between the SOD- 1 and the parasite variants,
as there was no correlation between SOD -1 and parasitaemia .In this study it was
evidenced that the allele FyA influence for a smaller parasitaemia, as it promotes higher
allele SOD -1 in plasma of patients, suggesting that the parasite develops an escapement
mechanism in the host, promoting a more regulating profile that allows bigger survival in
the simple infection of malaria vivax. As the FyA allele, that plays a protective role for
the organism, what suggest that is a result of adaptive evolution.

Key-words: malaria, Plasmodium vivax, Duffy, oxidative stress, CSP, variant.
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1. INTRODUCAO

A malédria humana é uma doenga parasitdria ndo contagiosa responsdvel por cerca de
198 milhdes de casos mundiais anualmente — dados de 2013 do World Malaria Day, com uma
estimativa de 584.000 mortes. S6 no Brasil ocorreram 177.791 casos notificados nesse mesmo
ano. O estado do Maranhao foi responsdvel por 1305 casos desse total. Apesar de existirem
estratégias mundiais de controle, a maldria continua sendo uma doeng¢a endémica que diminui
a qualidade de vida das populacdes atingidas. Cerca de 3,4 bilhdes de pessoas vivem nas dreas
consideradas de risco, que engloba mais de 106 paises ao redor do mundo.

A transmissdo da maldria ocorre nas regides extra e peridomiciliares pela picada da
fémea do mosquito Anopheles, que possui como uma de suas fontes alimentares, o homem. O
agente etioldgico da maldria € do género Plasmodium e existem atualmente 5 espécies de
protozodrios desse género responsiveis pela doenca em humanos: Plasmodium vivax,
Plasmodium falciparum, Plasmodium malariae, Plasmodium knowlesi e Plasmodium ovale
(WHO, 2011).

Destas cinco espécies, as duas primeiras sdo responsaveis pelo maior nimero de casos
da doenca mundialmente. A maldria causada por Plasmodium falciparum € mais frequente no
continente Africano e possui quadro clinico mais severo, frequentemente fatal. J4 a malaria
causada por Plasmodium vivax, detém um histérico clinico mais benigno, com quadro de
acessos febris, seguidos de calafrio, astenia e cefaleia. No entanto, nos ultimos anos foram
relatados casos com evolugdo diferente do que se esperava, com agravamento e até mesmo
6bito, demonstrados em estudos ja conduzidos na India, Indonésia e Brasil (KOCHAR et al,
2005; PRAKASH et al, 2006). Kochar et al. (2009) e Alexandre et al. (2010) publicaram
trabalhos com pacientes infectados somente por Plasmodium vivax, excluindo do estudo
pacientes com comorbidades e infeccao mista com P. falciparum, no intuito de atribuir os casos
graves somente ao Plasmodium vivax e ndo a outros fatores.

Mais pesquisas estdo sendo conduzidas para ajudar a esclarecer os mecanismos
patogénicos responsdveis por esse agravamento, se sdo por fatores intrinsecos ao parasito ou ao
hospedeiro. No que se refere ao parasito, a Proteina Circunsporozoita vem sendo descrita como
importante alvo imunogénico (RIBEIRO, 2013) e como um dos maiores focos para o
desenvolvimento de vacinas (AREVALO-HERRERA; HERREA S, 2001). Essa proteina é
responsavel pelas variantes do parasito, VK210, VK247 e P. vivax-like.

No que se refere ao grupo sanguineo Duffy, existe importante relacdo deste sistema com

a maldria vivax, uma vez que individuos com esse gendtipo negativo sdo naturalmente
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resistentes a essa infeccdo (MILLER et al, 1976). Os antigenos Duffy sdo glicoproteinas
transmembrana que funcionam como receptores para quimiocinas e para o Plasmodium vivax
(HADLEY; PIEPER, 1997). Estao presentes em diversos tecidos além dos eritrécitos e nao sao
essenciais para o funcionamento das hemdcias, visto que ndo hd alteracdo de funcdo orgéinica
na auséncia desse antigeno. Uma vez que s@o receptores para o parasito, sdo importantes na
invasdo da célula sanguinea humana. No entanto, recentemente descobriu-se que o parasito
pode ter vias alternativas para a invasao eritrocitaria além do Duffy como comprovado por
Mendes et al (2011) que descreveram pacientes na Guiné Equatorial e Angola com genétipo
Duffy negativo e infectados com cepas de P. vivax, tal fato também foi observado no Brasil por
Cavasini et al (2007). No entanto, pouco se conhece ainda e estudos estdo sendo conduzidos
com o proposito de investigar a susceptibilidade desta infec¢do de acordo com o genétipo
Duffy, assim como a interferéncia dos diversos alelos (FyA, FyB, FyBES, Fyb ) com o grau
de parasitemia.

Sabe-se também que a invasao a célula sanguinea, replicagcdo do parasito em seu interior
e degradacdo da hemoglobina desencadeiam estresse oxidativo no hospedeiro e que a enzima
superdxido dismutase (SOD-1) constitui um importante sistema antioxidante neste processo.
Andrade et al (2010) correlacionaram a maldria e essa enzima como biomarcador de severidade
desta infeccdo em uma populacdo da Amazdnia brasileira, estratificando a gravidade clinica
(simples, média e grave) diretamente proporcional ao nivel da SOD-1. Os autores observaram
que esta enzima se mostrou um preditor mais poderoso da gravidade da doenca do que o fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) em individuos com apresentagdes clinica graves da maldria
causada pelo P. vivax.

Frente a esse cendrio, a maldria causada por Plasmodium vivax apesar de causar doenga
predominantemente benigna, € importante causa debilitante que contribui para reduzir a
qualidade de vida da populacdo (RENAULT et al, 2007) e vem causando casos severos em todo
o mundo. O conhecimento limitado dos mecanismos alternativos de invasao eritrocitdria nesta
infec¢do, assim como os fatores desencadeantes para seu agravamento, instiga novos estudos e

elucidar tais fatores forneceria substrato para a formulacao de vacinas e melhor terapéutica.



15

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Epidemiologia da malaria

A febre maldrica intermitente vem sendo descrita ao longo da histéria, desde antes do
Cristianismo, mas foi a partir do ano de 1880 que descobertas decisivas foram feitas no que se
refere a esta doenga. Charles Alphonse Laveran, médico do exército francés, durante um
trabalho na Argélia, foi o primeiro a observar e descrever parasitos da maldria no interior de
glébulos vermelhos humanos (GUILLEMIN, 2002). Ja Ronald Ross, médico britanico, tornou
possivel, em 1897, a elucidacdo do modo de transmissdao da doenga, ao encontrar formas do
parasito no interior de um mosquito que havia se alimentado de um doente infectado na India.
Estas, entre outras descobertas, iniciaram os esclarecimentos a respeito de uma das maiores
doencas infecto-parasitdarias do mundo (CDC, 2012).

Popularmente conhecida como maldria, paludismo, impaludismo ou febre terca, esta
doenca possui como agente etioldgico um protozodrio do género Plasmodium. As espécies dese
género capazes de infectar os seres humanos descobertas até hoje sdo: Plasmodium vivax, P.
ovale, P. falciparum, P. malariae e P. knowlesi. Destacam-se dentre estas P. falciparum e P.
vivax, a primeira pela grande difusdo no continente africano e sua clinica mais grave e a segunda
por sua ampla distribui¢cdo no globo. A transmissdo do paludismo esté restrita as regioes de
clima tropical e subtropical, sendo encontrada, portanto, na Africa subsaariana, no sudeste da
Asia e na América Latina. (WHO, 2011).

A maldria é uma doenga evitdvel e tratdvel, transmitida por vetores. E um problema de
saide publica mundial que afeta diversos paises de clima tropical e subtropical. (MOURAO,
2014). Apesar disso, houve uma estimativa de 219 milhdes de casos em todo 0 mundo no ano
de 2010 e que a doenca matou cerca de 660 000 pessoas, a maioria criangas menores de cinco
anos. Do numero total de casos nesse ano, 81% dos registrados € 91% das mortes ocorreram no
continente africano (WHO, 2012).

Na América Latina e no Caribe, 75% dos casos de maldria sao causados por Plasmodium
vivax, que raramente leva a morte, enquanto os 25% restantes devem-se a espécie P.
Falciparum relacionado com maior letalidade. De um total de 775.500 casos de maléria na
América Latina e no Caribe, em 2007, foram registradas 212 mortes por P. vivax (WHO, 2012).

A subregido Amazonica, regido de clima tropical que engloba outros paises além do
Brasil, tais como Bolivia, Equador, Coldmbia, Venezuela, Guiana Francesa, Guiana, Suriname

e Peru, € responsavel por 89% de todos os casos de maléria nas Américas (OPAS, 2008). Entre
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0s paises amazonicos, o Brasil tem a maior proporcao de casos, 56%, sendo registrados um total
de 139.953 casos positivos de maldria entre janeiro e dezembro de 2014 (BRASIL, 2012). No
entanto, acredita-se que esse nimero seja ainda superior, visto que a subnotificacao € presente
em todas as doencas do pais e que a maldria afeta principalmente a regido amazdnica, regido
esta que ainda possui dreas isoladas, com dificil ou nenhum acesso terrestre e com atendimento
médico escasso.

Em um trabalho publicado por Loiola et al (2002) na Revista Pan-Americana de Saude
Publica, os autores analisaram o controle da malaria no Brasil de 1965 a 2001. O ano de inicio
de sua andlise foi escolhido por ser ano de criacdo da Campanha de Erradicacdo da Malaria
(CEM) e o final em 2000 por ser o lancamento do Plano de Intensificacdo das A¢des de Controle
da Maléria na Amazonia Legal (PIACM). De acordo com os autores, incialmente a estratégia
da CEM se baseava no uso intradomiciliar de um agente dedetizador contra 0s mosquitos
transmissores, o diclorodifeniltricloroetano (DDT) e no uso de drogas antimaldricas nos seres
humanos parasitados pelos plasmédios, a fim de esgotar as fontes infecciosas. Essa estratégia
conseguiu diminuir os casos no pais e eliminar a malaria de regides como Nordeste, Centro-
oeste, Sul e Sudeste. No entanto, na regido Amazodnica a CEM ndo foi tdo efetiva. Tal fato
atribuiu-se a diversos fatores, dentre eles a dificuldade de borrifar o DDT nos alojamentos
precérios, na intensiva transmissdo extradomiciliar da regido onde existem trabalhos humanos
de elevada exposicdo ao mosquito (garimpeiros, agricultores, madereiros), além das
caracteristicas da prépria floresta, quente e umida, ambiente ideal para o agente transmissor.
Além destes fatores que contribuiram para o insucesso das acdes naquela regido, comecaram a
surgir os primeiros casos de P. falciparum resistentes a cloroquina, antimaldrico até entdo
bastante eficaz no campo (LOIOLA et al, 2002).

Virias outras iniciativas federais foram adotadas a fim de eliminar a maléria da regido
Norte, dentre elas a Estratificagdo epidemioldgica, a Operagdao Impacto e em 2000 o Plano de
intensificacdo das acdes de controle da maldria nas dreas de alto risco da Amazodnia legal, que
em 2003 foi substituido pelo Programa Nacional de Controle da Malaria (PNCM). Essas
estratégias foram gradativamente crescendo e se efetizando (SILVA et al, 2009), com notédvel

queda do nimero de casos desta doenga no pais (Figura 1).
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Figura 1. Brasil: série historica casos de malaria de 1990 a 2012
Fonte: BRASIL. Banco de dados do Sistema Unico de Satide-DATASUS.

O Maranhao vem seguindo a tendéncia nacional de controle da malaria. Em 2014,
segundo dados do DATASUS foram notificados 1.375 casos, uma importante queda se
comparado aos 5.707 do ano de 2009. Destes 1375 casos, 1.214 foram de infecc¢des por P. vivax
e apenas 125 por P. falciparum. A figura 2 mostra o percentual de redugdo entre o ano de 2011
e de 2014, tendo uma redugdo geral de 58% do numero de casos. Esse dado refere-se aos casos

totais da doenca, ndo diferenciando as espécies de Plasmodium.
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Figura 2. Epidemiologia da malaria com niimero de casos notificados entre 2011 e 2014 no Maranhao.
Fonte: SIVEP — Maldria — Ministério da Saude

Os esforcos globais em reduzir a maldria t€ém sido mais eficazes com a maldria
falciparum do que com a maldria vivax. Pode-se atribuir a isso alguns fatores como a maior
atencdo dada a falciparum devido a sua maior gravidade e as caracteristicas de P. vivax como
transmissao eficiente em diversos contextos ecoldgicos além da sua capacidade de reiniciar a
infeccdo sanguinea a partir de hipnozoitos hepéticos.

Apesar de anteriormente considerada benigna, a malaria causada por P. vivax agora é
reconhecida como capaz de causar doenca grave e fatal. Tanto pode exercer forte influéncia na
morte de pacientes com doengas pré-existentes, como também pode, por si sO, causar a morte
(LACERDA, 2012). Na tltima década, diversos relatos de casos e estudos longitudinais de
hospitais na India, Indonésia, Papua Nova Guine e aqui mesmo no Brasil mostraram que P.
vivax pode causar episodios graves e fatais, com taxas de incidéncia e mortalidade semelhantes
aqueles observados para P. falciparum e de amplo espectro clinico (BASSAT, ALONSO,
2011).

A maldria falciparum foi profundamente estudada ao logo dessas décadas e sabe-se que
mecanismos de citoaderéncia de globulos vermelhos parasitados, disfun¢do endotelial e
obstrucdo microvascular sdo responsdveis pela sua patogénse (BARBER et al, 2015). No

entanto, pouco se sabe ainda sobre o mecanismo patogénico da vivax responsdvel por essa
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gravidade até entdo inesperada. Diante dos novos fatos estudos estdo sendo conduzidos com o

objetivo de ajudar a elucidar esses fatores.

2.2 Vetor, Plasmodium e ciclo biolégico

A maléria é uma doenca infecciosa febril, ndo contagiosa, transmitida pela picada
durante o repasto sanguineo da fémea do mosquito Anopheles, infectada por Plasmodium
(BRASIL, 2009). O género Anopheles possui aproximadamente 465 espécies, destas cerca de
41 sdo consideradas dominantes (DVS - dominant vector species) pela alta capacidade de
transmitir a maldria humana. No Brasil predominam as espécies Anopheles darlingi na regiao
mais centro-norte, Anopheles aquasalis no litoral e Anopheles albitarsis no Nordeste e Sul-

Sudeste (SINKA et al, 2012). A figura 3 ilustra as dreas de prevaléncia desses vetores.
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Figura 3. Mapa regional mostrando a distribuicéo das 9 espécies dominantes de Anopheles nas Américas.
Fonte: Sinka et al, Parasites & Vectors 2012.
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Existem ao redor do mundo mais de 170 espécies de Plasmodium capazes de infectar
répteis, aves e mamiferos, mas somente 5 espécies, ja citadas, sdo de maior importancia por sua
capacidade de infectar o homem. O periodo de incubacdo da maldria varia de 7 a 14 dias, ou
pode chegar a vérios meses, no caso de P. vivax e P. malariae (BRASIL, 2010).

Plasmodium é um protozodrio pertencente taxonomicamente ao filo Apicomplexa e
familia Plasmodiidae. Possui ciclo de vida complexo e requer a expressdo de proteinas
especializadas para a sobrevivéncia e invasao de uma variedade de tipos celulares, além de
evasdo de respostas imunes do hospedeiro (TUTEJA, 2007).

O ciclo pode ser dividido em vérias etapas, comecando pela entrada dos esporozoitos,
forma infectante, na corrente sanguinea. Apresenta ainda duas fases: a sexuada no vetor, fémea
do mosquito, e a assexuada no hospedeiro vertebrado. Durante o repasto, cerca de 15 a 200
esporozoitos sdo inoculados. Destes, alguns sdo drenados e degradados nos linfonodos, outros,
pouco tempo depois (que varia entre poucos minutos a algumas horas), alcangcam a circulagao
sanguinea e o figado, onde invadem os hepatdcitos (AMINO et al, 2006). Inicia-se entdo o ciclo
esquizogbnico hepdtico da maldria. Aqui alguns se desenvolvem e se diferenciam em
trofozoitos pré-eritrociticos, outros ficam em estado de laténcia — os hipnozoitos. Essas formas
latentes de P. vivax que sdo responsaveis pelas recaidas da doenga, até 2 anos depois do primeiro
quadro, mesmo sem haver novo contato com o vetor € mesmo apds o tratamento (MUELLER
et al, 2009).

Ainda nos hepatdcitos, os trofozoitos se multiplicam por reproducao assexuada do tipo
esquizogonia dando origem aos esquizontes teciduais, que logo posteriormente se rompem
liberando milhares de merozoitos. Estes invadirdo os eritrécitos, especificamente os
reticulocitos (BARNWELL et al, 1989), iniciando o ciclo esquizogbnico sanguineo da doenca
(HAFALLA et al, 2011). Do total de glébulos vermelhos existentes, os reticuldcitos
correspondem cerca de 1 a 2%, esse € o motivo das baixas parasitemias observadas nas
infeccdes por P. vivax (PESSOA, MARTINS, 1982; MUELLER et al, 2009).

Ja no interior da hemécia, os merozoitos transformam-se em trofozoitos jovens, depois
amadurecem e apds a esquizogonia transformam-se em esquizontes sanguineos. Estes depois
se rompem e liberam novos merozoitos na circulagdo, que irdo invadir novos eritrécitos. Depois
de algumas geracdes de merozoitos sanguineos ocorre a diferenciacdo em estdgios sexuados,
os gametdcitos, que nao se dividem mas sdo capazes de evoluir no inseto vetor, dando origem
ao ciclo sexuado no mosquito. Esse ciclo sanguineo se repete sucessivas vezes a cada 48 horas

aproximadamente nas infec¢des por P. vivax e P. falciparum.
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O reinicio do ciclo se d4 quando a fémea do anofelino, durante o repasto sanguineo,
ingere os gametdcitos. No intestino médio do vetor ocorre a gametogénese e logo depois a
fecundacdo. Aproximadamente 24h apds o oocineto se encista na camada epitelial do intestino,
onde inicia a divisdo esporogonica, e decorrido um periodo de cerca de 14 dias ha o rompimento
do oocisto e a liberagdo das formas infectantes, os esporozoitos (PESSOA, MARTINS, 1982;
MUELLER et al, 2009).

Na figura 4 podemos ver de forma didatica este ciclo com todas as suas fases.
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2.3 Quadro clinico, diagnéstico e tratamento

O ciclo eritrocitico assexuado citado € o responsédvel pelas manifestagdes clinicas da
maldria, com o acesso maldrico de febre alta (igual ou superior a 40 graus celsius) que podem
durar entre 6 e 12 horas, calafrio, sudorese e fraqueza (BRASIL, 2010). Os mecanismos que
determinam a clinica sdo, basicamente, o rompimento dos eritrécitos parasitados ao final da
esquizogonia onde cada ciclo deste desencadeia a liberagdo de variadas substincias toxicas, a
exemplo do heme livre, radicais livres, enzimas liticas e hemozoina (HANSCHEID et al, 2008),
resultando na ativagdo do sistema imune, liberacdo de citocinas e estresse oxidativo. Esse ciclo
se repete sucessivas vezes a cada 48h, seja na infeccdo por P. vivax, seja por P. falciparum.
(GREENWOOD et al, 2005). No entanto, se houver assincronismo na matura¢do de uma ou
mais geragdes de parasitos, o paroxismo febril tdo caracteristica na clinica da maléria poderd
estar ausente (KWIATKWOSKI ez al, 1989). Esse quadro clinico febril pode vir acompanhado
ainda de outros sintomas como vOmitos, nduseas, dor abdominal, dor nas costas, dor de cabeca
e tontura (BRASIL, 2014).

Ja a maldria grave € caracterizada com importante trombocitopenia, que é a queda no
numero de plaquetas, além de maléria cerebral, danos renal, hepatico, disfun¢do pulmonar,
anemia grave, hemorragia e choque. Ou seja, considera-se maldria grave aqueles pacientes que
apresentam algum dano ou disfunc¢do de 6érgdo. Na maldria cerebral o paciente pode desenvolver
sintomas neuroldgicos como nistagmo, paralisia do olhar conjugado, convulsdes, postura
anormal, opistotono e coma (LAMIKANRA et al, 2007).

Apesar de apresentar um quadro febril com periodicidade relativa, os sinais e sintomas
deste infeccdo podem ser confundidos com outras sindromes febris como dengue, febre
amarela, febre tiféide, leptospirose e outras doengas. Diante disto, como o diagnéstico clinico
da maldria ndo € preciso, a decisdo de tratar o paciente com medicamentos antimaléricos deve
ser baseada na confirmacao laboratorial da doenca, com microscopia da gota espessa de sangue
— exame padrdo ouro, ou outros testes radpidos imunocromatograficos (BRASIL, 2010). Neste
exame de gota espessa o sangue periférico € coletado por puncao digital e consite na andlise de
hemacias em 100 campos microscopicos, que equivale a 0,2 pL. de sangue, € estima-se a
quantidade de parasitos por mm?>. Esse método é capaz de diferenciar as espécies de
Plasmodium e seus estagios de desenvolvimento. O resultado é expresso quantitativamente por
meio de cruzes e demanda cerca de 60 minutos, entre a coleta do sangue e o fornecimento do
resultado (BRASIL, 2010).

As criticas quanto a esse método se referem no diagndstico de maléria falciparum, pela

impossibilidade de se observar as formas de trofozoitos maduros e esquizontes, pois estes ficam
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aderidos nas vénulas e também porque este método exige uma estrutura minima para sua
realizacdo e andlise, e muitos lugares endémicos da doenga ndo dispdem de tais estruturas
necessarias (BRASIL, 2010).

Devido a essas limitagdes, outros métodos foram desenvolvidos para o diagndstico
rapido da doenca, como o “malaria rapid diagnostic test” (MRDT). Esse método € baseado na
deteccao de 3 tipos diferentes de antigenos: a pHRP-2 (Plasmodium histidinerich protein 2) e a
pLDH (Plasmodium lactate dehydrogenase), ambas especificas para P. falciparum e P. vivax,
e o ultimo se chama Aldolase, que € pan-especifico. No entanto, esta técnica além de possuir
custo elevado, ndo detecta outros Plasmodium, possui reacao cruzada com outras doencas como
Schistosoma mekongi, com fator reumatdide e outros anticorpos e ndo serve para avaliar
resposta ao tratamento (elevado tempo de eliminacdo do sangue). Portanto, tal método ndo é
amplamente distribuido e ndo serve para substituir o método da gota espessa (WILSON, 2012).

Existe ainda a técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase ( PCR ), que apresenta alta
sensibilidade para P. vivax, no entanto seu elevado custo ndo permite ser uma técnica vidvel
para rotina (RICCIARDI et al, 2015).

Percebe-se portanto, que para o diagndstico da maléria vivax em campo ainda existem
amplas barreiras. Estando este basicamente restrito ao método da gota espessa, onde sua
eficicia depende da qualidade dos reagentes, de pessoal bem treinado e experiente na leitura
das laminas e de permanente supervisdo. Talvez esse seja um dos motivos da falha em seu
diagndstico, o ndo tratamento antecipado e seu agravamento. (BRASIL, 2010).

No que se refere ao tratamento da maldria, as drogas sdo amplamente distribuidas,
porém o arsenal ainda € limitado. A terap€utica se baseia em trés objetivos: interromper a
esquizogonia sanguinea, destruir os hipnozoitos (para P. vivax e P. ovale) e interromper a
transmissdo do parasito com drogas que impedem o desenvolvimento dos gametdcitos
(BRASIL, 2010). Dentre as drogas antimaldricas, deve-se usar aquela de acordo com o alvo
parasitdrio. Para eliminar os esquizontes teciduais e hipnozoitos, usa-se a Primaquina; para
eliminagdo dos esquizontes sanguineos tem-se Cloroquina, Primaquina, Mefloquina, derivados
da Artemisina, Tetraciclina, Clindamicina e Doxiciclina; e por ultimo, para alvo
gametocitocida, usa-se Cloroquina e Primaquina (BRASIL, 2010). Dentre estas drogas, a
terapéutica de escolha para a infeccao simples por P. vivax € a Cloroquina e a Primaquina. A
Mefloquina € importante no combate ao P. falciparum (LOIOLA et al, 2002).

Os tratamentos podem ter esquema curto, 7 dias com dose dobrada, ou esquema longo,
14 dias. Geralmente opta-se pelo primeiro, pois assim tem-se maior tolerabilidade e adesao do

paciente, pois os efeitos colaterais das drogas antimaldricas sio bem importantes. Nesse
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esquema, de forma geral, usa-se de forma simultanea, via oral, a Cloroquina (comprimido de
150mg) e a Primaquina (comprimidos de 15mg) por 3 dias, e dai em diante, até o sétimo dia
mantém-se s a Primaquina. Ambos em dose Unica didria. Porém estas doses e os medicamentos
devem levar em consideragdo idade, peso do paciente, histéria de exposi¢do anterior, a
gravidade da doenca e condi¢des associadas como por exemplo gravidez e co-infeccao por HIV.

(BRASIL, 2010).

2.4 Sistema Duffy, seu Polimorfismo e o antigeno DARC

A maldria causada por Plasmodium vivax € a unica dentre as maldrias humanas em que
a invasao eritrocitdria é quase exclusivamente dependente de receptor na superficie da célula
sanguinea, conhecido como antigeno Duffy (Fy) (ZIMMERMAN et al, 2011). A associacao do
grupo sanguineo Duffy com a malédria humana causada por P. vivax tem sido bem documentada
e ha relatos que os individuos Duffy-negativos podem ser infectados por este parasito
(CAVASINI et al, 2007). No entanto, pouco se conhece sobre a interferéncia de um alelo
negativo sobre a susceptibilidade ao P. vivax entre os portadores heterozigoticos de um alelo
Duffy-negativo.

O desenvolvimento da técnica por Coombs de antiglobulina indireta na década de 40
permitiu a descoberta de diversos anticorpos antieritrocitdrios, logo apods isto, na década de 50
Cutbush e Ikin (1950) descobriram o antigeno Duffy e o grupo sanguineo Duffy. O papel deste
antigeno eritrocitario e principalmente sua fun¢do como receptor de ligacio para Plasmodium
foram inicialmente estudados por Miller et al (1975) e sdo até hoje pesquisados. Eles
observaram que em algumas regides geograficas existiam pessoas que eram resistentes a
invasdo do eritrécito pelo protozodrio, sugerindo que o fenétipo Duffy negativo (Fy*®) lhes
proporcionava tal caracteristica (MILLER et al, 1975).

Os antigenos do sistema Duffy sdo glicoproteinas transmembrana que tem a fungdo de
receptor para quimiocinas (Duffy Antigen Receptor for Chemokine — DARC) e receptor para
Plasmodium vivax (PIEPER; HADLEY, 1997). Essas glicoproteinas sdo expressas em diversos
outros tecidos como baco, rim, cérebro, entre outros e sabe-se que elas nao sdo essenciais para
a estrutura e funcionamento dos eritrocitos visto que hemdcias em pessoas com fendtipo Duffy
negativo ndo manifestam alteracoes.

A glicoproteina Duffy € composta por 338 aminodcidos, com peso molecular tedrico de
35kDa, sendo um receptor de membrana heptahelicoidal constituida de sete hélices

hidrofébicas que atravessam a membrana (HADLEY; PEIRER, 1997).
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O gene que codifica o antigeno DARC estd no locus FY do cromossomo 1 e tem dois
polimorfismos principais. O primeiro € devido a uma substitui¢do de bases no nucleotideo 125,
com troca de aminodcidos na regido N-terminal que estd associado com os antigenos FyA e
FyB (G125A—Gly42Asp). Ou seja, no alelo FyA de base guanidina (G) o resultado é o c6don
para glicina, ja no alelo FyB de base adenina (A) o resultado do c6don € para acido aspartico.
No segundo polimorfismo hd uma transi¢do de nucleotideos (T = C), com uma mutagdo na
regido promotora do alelo FyB capaz de abolir a expressdao do antigeno Duffy na superficie
eritrocitaria (erythrocyte silent — ES), havendo uma interrup¢do no fator de transcricdo
eritrocitario ( GATA-1 ). Essa mutacdo ocorre em um unico ponto € como esse polimorfismo
afeta a susceptibilidade clinica a maldria vivax ainda é desconhecido (KING et al, 2011).

Existem portanto quatro genotipos decorrentes desses alelos, FyA, FyB, FY (FY*Bnulo,
FyB-33 ou FY*BES) e FyX ou Fyb™°. Sendo os trés primeiros mais comuns. Expressam assim
os respectivos antigenos: Fy?, Fy®, Fy e em menor propor¢io o Fy® (Fybf°). Os fendtipos
podem ser Fy**** (FyA/FyB — heterozigoto com dois alelos expressos), Fy*® (FyA/FyA —
homozigoto ou FyA/FY — heterozigoto com um alelo expresso), Fy** (FyB/FyB - homozigoto
ou FyB/FY — heterozigoto com um alelo expresso ) e Fy*® (FY/FY — Duffy negativo) e vdrias
associacdes com o Fyb a0

King et al (2011), em um estudo na regido Amazonica, mostraram que a expressao do
antigeno Fy® estava associada a diminui¢do da susceptibilidade a maléria vivax, enquanto a
expressdo de Fy® estava associado 2 uma maior susceptibilidade. Os autores demonstraram que
individuos com hemadcias FyA/FyA tinham susceptibilidade reduzida a infeccao por P. vivax,
com uma reducdo de 40-50% quando comparado ao FyB/FyB. Os individuos com genétipo
FyA/FyBES e o FyA/FyA mostraram menor incidéncia de maldria clinica quando comparados
com individuos FyA/FyB e reduc¢do de risco de contrair a doenca em 80 e 29% respectivamente.
Por outro lado, os genétipos FyB/FyB e FyB/ FyBES mostraram risco aumentado em 270 - 220%
se comparado ao FyA/FyB.

A distribuicao geogréfica dos alelos (FyA, FyB e Fy) foi bem documentada por Howes
et al (2011), em um estudo com dados de 131.181 individuos. O aspecto mais marcante foi a
presenca do alelo silencioso FyBS em toda a Africa Subsaariana, com baixa frequéncia (<5%)
dos alelos FyA e FyB. J4 nas Américas predomina a heterogeneidade dos trés alelos, com
algumas dreas de predominincia de alelos tnicos. O gendtipo FyBES/ FyBES possui rara
frequéncia nessa regido e o alelo FyB se mostrou menos prevalente globalmente. A figura 5

demonstra com mais detalhes essa distribuicao.
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Figura 5. Distribuicao global dos alelos Duffy

Fonte: Adaptado de King et al, 2011.
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Hetereneidade

FyA & FyBES (area: 5,7%)
I FyB & FyBES (area: 3,8%)
- FyA & FyB (4rea: 56,8%)
- Os 3 alelos (drea: 33,6%)

A predominéncia do alelo nulo em homozigose (FyBS/ FyB®S) na Africa é vista como

possivel justificativa para a lacuna de distribuicdo da infec¢do por Plasmodium vivax nessas

populagdes, devido a falta de expressdo do antigeno Duffy nas hemdcias. Ideia essa reforcada

pelo fato de existirem ainda regides africanas (Suddo e Etidpia por exemplo) com

predominancia de populacdo Duffy positiva onde a maldria vivax se faz mais prevalente

(MERCEREAU-PUIJALON; MENARD, 2010).
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Figura 6. Distribuicao global do fenétipo Duffy negativo.
Fonte: Adaptado de Howes et al, (2011).

Os merozoitos de P. vivax sdo pouco capazes de invadir eritrécitos humanos que nao
possuem os antigenos Duffy pois o processo de formagdo da juncdo entre o merozoito e o
reticuldcito ndo pode ser formado (ADAMS et al, 1990).

A proteina de P. vivax ligadoras de Duffy, a PvDBP, localizada dentro dos micronemas
dos merozoitos de P. vivax, desempenha papel essencial na invasao dos eritrdcitos, onde se liga
irreversivelmente ao receptor de antigeno Duffy, o DARC, presente na superficie do eritrdcito.
Ou seja, o receptor DARC € necessario para a invasiao da célula sanguinea. A PvDBP estd

representada esquematicamente na figura 7.

1 Il \ m w v vl v

Figura 7. Representacao esquematica da PvDBP. Essa proteina apresenta seis dominios extracelulares (de I ao
VI) e uma sétima regido (VII) com um dominio transmembrana (TM) e um citoplasmético (C). O dominio de
ligacdo ao Duffy — DBL- se localiza na regido II, rica em cisteina. A por¢ao central da proteina, localizada entre a
cisteina 5 a 8 (C5 — C8) é o principal sitio de reconhecimento do receptor.

Fonte: Adaptado de VanBuskirk et al, 2006
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O processo de invasdo eritrocitdria ocorre com uma interacdo entre 0 merozoito e a
célula sanguinea, dependente de ligantes especificos como as proteinas de P. vivax ligadoras de
Duffy (PvDBPs), em qualquer regido de sua superficie. Apds este reconhecimento, hd uma
movimentagdo do merozoito de forma que a sua por¢do apical se reorienta, por intermédio do
Antigeno de Membrana Apical ( AMA-1 ), em contato com a superficie eritrocitdria. Entao,
uma juncdo irreversivel se desenvolve, onde as organelas apicais como réptrias € 0s
micronemas liberam seus conteddos, a molécula PvDBP, criando uma invagina¢do na
superficie do reticuldcito. O merozoito € invaginado para dentro da hemdcia e a jungdo apical
se transforma em um anel que circunda o merozoito e completa a invasao (CHITNIS, 2001).

(Figura 8).

Figura 8. Passo a passo da invasido da célula sanguinea pelo merozoito. A - 1) Envolve a fixagao inicial do
parasito na superficie do reticulécito, resultando na deformacdo da membrana celular da hemacia jovem, nesta
fase a PvDBP esta localizada nos micronemas intracelulares (de cor verde) na extremidade apical do merozoito.
2) Reorientacdo do merozoito, de forma que a extremidade apical deste fica em contato com a membrana da célula
sanguinea. A PvDBP ¢ entdo liberada, com reconhecimento e formagdo de uma jung¢@o (tight junction). 3) A jungdo
(anel de cor azul) entdo se move da extremidade apical ao pdlo posterior a medida que o merozoito invade a célula,
propulsionado por um motor de actina-miosina. 4) Ao final da invasdo a membrana do reticulécito é finalmente
selada. Esse processo de invasdo, do passo 1 ao 4 leva aproximadamente 1 minuto. B - Passo 2 com maior
detalhadamento da regido dentro do quadrado. Mostrando um modelo de ligacdo da PvDBP ao receptor DARC.
Regido polimérfica do Duffy representada de cor amarela; regido conservada de cor verde.

Fonte: Adaptado de Beeson, Crabb (2013).
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O processo de reorientacdo da PvDBP com sua exposi¢do para fora do micronema €
relativamente rdpido, ou seja, a exposi¢cdo de tal proteina decorre em curto periodo de tempo
insuficiente para desencadear a resposta imune do hospedeiro, com consequente
imunogenicidade natural reduzida (Adams et al., 1990). Vdrios estudos jd pesquisaram a
prevaléncia de anticorpos anti-PvDBP em populac¢des de diferentes dreas endémicas de maléria
e demonstraram que muitos pacientes ndo desenvolveram imunidade humoral contra essa
proteina, a ndo ser apds vdrias infec¢des consecutivas, como por exemplo, em dreas da
Amazonia brasileira (Ceravolo et al, 2005), provando ser mais um possivel mecanismo de
evasdo e sobrevivéncia do parasito. Pesquisas recentes t€ém demonstrado que esse processo de
invasdo eritrocitdrio, embora seja o principal, ndo é exclusivo. Mendes et al (2011),
confirmaram o que diversos trabalhos anteriores tinham descrito, que pacientes Duffy negativos
(DARC ausente ou FyBES/ FyBES) da Angola e Guiné Equatorial estavam infectados por
diferentes cepas de P. vivax (VK210 e VK247). Outro estudo conduzido por Cavasini et al
(2007) também demonstrou este fato, sugerindo que este parasito pode ter vias alternativas de

invasao eritrocitaria, no entanto ainda desconhecidas.

2.5 Variante molecular do parasito — Protéina Circumsporozoita (CSP)

Na superficie do protozodrio Plasmodium existe uma proteina de cerca de 58 kDa que
estd envolvida na invasdo dos esporozoitos nos hepatdcitos. Essa proteina possui duas regides
terminais fixas (I e II ou N e C-terminal) e uma regido central varidvel, esta ultima que
determina o polimorfismo das variantes, VK210, VK247 e P. vivax-like. O que diferencia
nessas 3 variantes € a sequéncia consecutiva de nonapeptideo que se repetem em tandem, na
variante VK210 (GDRA(A/D)GQPA), a do ANGA(G/D)(N/D)QPG na variante VK247 e outra
sequéncia APGANQ(E/G)GGAA na P. vivax-like (ARNOT et al, 1985; ROSENBERG et al,
1989; QARI et al, 1993). A figura 9 ilustra essa proteina com as regides descritas.

Regidio | PR RMRE Regido 11

B TS i

9 x GDRA(A/D)GQPA - VK210
10 x ANGA(G/D)ND)QPG - VK247
11 x APGANQ(E/G)GGAA -P. viva-like

Figura 9. Representacio esquematica da estrutura da CSP. A Regido I representa a porgio codificadora da
regido N-terminal, PR representa a por¢do repetida — sequenciamento de nonapeptideos, RNR representa regido
ndo-repetida e Regido II a regido C-terminal.

Fonte: Adaptado de Qari et al, 1993.
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A producdo de anticorpos € restrita a regido central de cada variante (SOUZA-NEIRAS
et al, 2010) e inclui caracteristicas especificas no que se refere a resposta ao tratamento,
sintomas e carga parasitdria. Assim como existem vetores mais ou menos adaptados a cada
variante, o que garante a presenca da infec¢@o especifica em diferentes regides (ESCALANTE
et al, 2002).

Diversos estudos ja demonstraram que a variante VK210 € a mais frequente globalmente
(KAIN et al, 1992; CUI et al, 2003; HENRY-HALLDIN, 2011; KIBRIA et al, 2015). Storti-
Melo et al (2008), em regides endémicas da Amazodnia Brasileira, demonstraram que a variante
VK210 foi a mais comum em infec¢des simples, seguida pela variante P. vivax-like. Este estudo
detectou também, pela primeira vez no Brasil, infeccdo simples pela variante VK247, que
costuma se apresentar em infeccdo mista (MACHADO et al, 2003). Para o diagnéstico
molecular das variantes, vdrias técnicas ja foram descritas, mas a PCR/RFLP apresentou os
melhores resultados (ALVES et al, 2007).

O papel da variante molecular na carga parasitaria ja foi estudado e associado ao perfil
de citocinas produzido. Ribeiro (2013) demonstrou existir maiores niveis de citocina IL-6 e
IL-10 no plasma de pacientes agudamente infectados pela variante VK247 de P. vivax . Camelo
et al (2015) sugeriu existir um equilibrio entre a IL-6 (pré-infalamatéria) com a posterior
producdo de IL-10 e esta dltima agiria como mecanismo de escape do parasito ao clearence e
como regulacdo da atividade pré-inflamatoria exercida por IL-6.

Tracar o perfil da variante e relaciond-las ao genétipo Duffy, pode ajudar a esclarecer
ainda as diferencas existentes na susceptibilidade do hospedeiro ao P. vivax assim como auxiliar
nas pesquisas que visam a producdo de vacina eficiente a esta infeccdo ainda amplamente
distribuida. No que se refere a vacina, além do polimorfismo que determina as 3 variantes,
Zakeri et al (2006) demonstrou diferentes graus de polimorfismo em uma mesma variante em

cepas no Ird, sendo portanto mais um obstdculo a identificagdo dos alvos a esta profilaxia.

2.6 Enzima superoxido dismutase e malaria vivax

O metabolismo aerdbico produz espécies reativas de oxigénio (EROS), ou radicais
livres de oxigénio, como consequéncia de seu processo metabdlico oxidativo, dentre eles o
anion superdxido. Niveis baixos destas EROS sdo importantes para mecanismos fisioldgicos
fundamentais como a proliferacdo celular, apoptose, diferenciacdo celular entre outras
(ALLEN; BALON, 1989). No entanto, esses radicais também podem ser deletérios ao
organismo, causando mutacdes genéticas, danos as membranas bioldgicas e morte celular

(KAPOOR; BANYAL, 2009). No organismo, em estado normal, hd um equilibrio entre os
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mecanismos de defesa (antioxidantes) e os fatores que promovem a formacao das EROS — pré-
oxidantes, assim qualquer desequilibrio que favoreca a formacgao de radicais livres é definido
com um estado de estresse oxidativo (GUTTERIDGE & HALLIWELL, 2000). A ripida
multiplicacdo do parasito € um exemplo disto e para equilibrar essas fungdes e aniquilar os
danos, tanto ao hospedeiro quanto ao parasito, existem sistemas antioxidantes enzimaticos e
nao-enzimaticos. O enzimatico é representado, principalmente, pelas enzimas antioxidantes
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa redutase (GR), glutationa peroxidase
(GPx) e tioredoxina redutase (TrxR). Ja o sistema antioxidante ndo-enzimatico é composto de
substancias extracelulares como as vitaminas C e E, complexo B, além dos B-carotenos e de
minerais como selénio, zinco, magnésio e cobre (KAPOOR & BANYAL, 2009).

Essas enzimas antioxidantes sdo capazes de converter esses reativos de oxigénio em
outras substancias que podem ser eliminadas mais facilmente pelo organismo. Dentre estas
enzimas estd a SOD-1, uma metaloproteina que catalisa a dismutacdo do anion radicalar
superdxido em oxigénio molecular e per6xido de hidrogénio (H>O2). Em humanos existem trés
formas de super6xido dismutase conhecidas atualmente, a SOD-1 estd presente no citoplasma
e no espaco mitocondrial, a SOD-2 nas mitocondrias e a SOD-3 no liquido extracelular. A
primeira ¢ um dimero, enquanto que as outras sdo tetrameros (quatro subunidades). As SOD-1
e SOD-3 contém cobre e zinco, enquanto que SOD-2 contém manganés no seu centro reativo
(VALENTINE et al, 2005).

Desde a sua descoberta como uma enzima com capacidade antioxidante em 1969 por
McCord & Fridovich, varios estudos correlacionando os seus niveis e a sua atividade com
diversas doencas foram tracados. No entanto, foi pela primeira vez em 2010 que relacionaram
a atividade da SOD-1 com dano tecidual e mostraram que o nivel plasmatico de SOD-1 é um
marcador de gravidade da malaria vivax em uma populagdo da Amazonia brasileira, onde P.
vivax é endémica, e se mostrou melhor marcador que o classico TNF-a (ANDRADE et al,
2010).

Posteriormente, Khouri et al (2014) correlacionaram o quadro clinico de pacientes
portadores de leishmaniose cutanea (limitada e difusa) com a atividade da SOD-1, além de
correlacionar também com a resposta ao tratamento e falha terapéutica. Os autores
demonstraram que a atividade da SOD-1 foi maior na forma cutanea difusa quando comparada
a forma limitada e ao grupo controle, sendo portanto um marcador de gravidade para esta
doenca. No que se refere a falha terap€utica os autores observaram que a SOD-1 também estava

elevada nos pacientes com falha terapéutica.


https://pt.wikipedia.org/wiki/D%C3%ADmero
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No cendrio da maldria, Camelo (2015) correlacionou a carga parasitdria de pacientes
infectados por P. vivax com a quantificacdo da atividade da SOD-1, assim como avaliou o perfil
de citocinas nesses pacientes. O referido autor observou que, apesar de nao ter sido encontrada
correlagdo entre parasitemia e atividade da SOD-1, a atividade dessa enzima foi proporcional
aos niveis de TGF-B, que é uma citocina reguladora, sugerindo que a atividade do parasito
estaria exercendo um efeito regulador da atividade inflamatéria, reduzindo o anion superéxido.

Diante disso, mais estudos se fazem necessarios para esclarecer quais outros fatores
influenciam nessa sensibilidade da SOD-1 como biomarcador de gravidade/elevada

parasitemia, como o genétipo Duffy e as variantes do parasito.



33

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar se a variante molecular do parasito, a atividade da SOD e o genétipo Duffy sdo

marcadores de elevada parasitemia na maldria causada por Plasmodium vivax.

3.2 Objetivos Especificos

. Analisar a influéncia da variante molecular e dos genétipos Duffy na carga

parasitaria de pacientes infectados com P. vivax.

° Quantificar a atividade da enzima Superéxido Dismutase (SOD) no plasma dos
pacientes e correlacionar com as variantes moleculares do parasito e com os genétipos Duffy

de pacientes infectados com P. vivax.
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4. METODOS

4.1. Casuistica

O presente estudo iniciou-se na cidade de Sao Luis, capital do estado do Maranhao, onde
se localiza o Centro de Referéncia em Doengas Infecciosas e Parasitarias (CREDIP), com
estrutura para suporte clinico aos pacientes. A seguir, expandiu-se para os municipios de Cedral
e Buriticupu, cidades que apresentaram surtos de maldria no periodo deste estudo.

Ao todo, participaram do estudo 25 pacientes virgens de tratamento obtidos por
conveniéncia, de ambos os sexos, com idade entre 3 e 58 anos, que tiveram o exame de gota
espessa positivo para Plasmodium vivax e aceitaram participar do estudo por meio de assinatura
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE- anexo I). Para unificacdo da amostra
foram excluidos os pacientes que apresentavam comorbidades ou coinfec¢des, como dengue,
HIV e outra espécie de Plasmodium associada, assim como criancas abaixo de 3 anos, gravidas
e idosos. Ficou assegurado o tratamento a todos os pacientes, inclusive 0os que ndo aceitaram
participar do estudo. Apds a assinatura do TCLE, os pacientes tiveram uma amostra de sangue
coletada. O grupo controle foi constituido por 9 individuos sauddveis e clinicamente negativos
para Plasmodium sp, oriundos de Sdo Luis - MA. Esta pesquisa encontra-se aprovada no Comité
de Etica da Universidade Federal do Maranhio (N° de protocolo: 23115 008013/ 2010-07-

anexo II).

4.2. Quantificacao da carga parasitaria por PCR Real Time

O DNA plasmodial foi extraido de uma aliquota dos eritrécitos utilizando o QIAamp
DNA Mini Kit (QIAGEN- Hilden, Alemanha), conforme orientacdes do fabricante. A PCR
quantitativa em tempo real foi desenvolvida utilizando-se o kit comercial Maxima SYBR Green
(Fermentas, Lituania), preparando um mix de reagdo com um volume final de 15 pL que
continha: 7,5 pL. de Maxima SYBR Green master mixture, 0,5 uM de cada primer, 4,0 uLL de
agua DNAase free e 2 pL de DNA gendmico. O primer género-especifico P1 (5°-
ACGATCAGATACCGTCGTAATCTT-3’) foi combinado com um oligonucleotideo iniciador
espécie-especifico para P. vivax, V1 (5> CAATCTAAGAATAAACTCCGAAGAGAAA-3’).
Estes primers permitiram a amplificacao de um fragmento espécie-especifico de 100 pb do gene
18S rRNA.

Os ensaios foram realizados no aparelho Mastercycler Realplex Gradiente Thermal
Cycler (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) em triplicata consistindo da desnaturacdo do DNA

molde a 95°C por 10 minutos e 40 ciclos de 15 segundos a 95°C e 1 minuto a 60°C, com



35

aquisicdo de fluorescéncia ao final de cada passo da extensdo. A amplificacdo foi
imediatamente seguida por uma curva de dissociacdo que consistiu de 15 segundos a 95°C, 15
segundos a 60°C e um passo de aumento de temperatura gradual de 0,2° C.s-1 até 95°C, com
aquisicdo de fluorescéncia a cada transicdo de temperatura. O resultado obtido pelo software é
dado em ndmero de cépias do genoma plasmodial em uma amostra de DNA, que permite
estimar o ndmero correspondente de parasitos na amostra tomando por base a curva padrao
construida com 10 pontos a partir da dilui¢ao seriada (1:10) da solucao plasmodial com nimero

conhecido de cépias da sequéncia alvo.

4.3. Dosagem enzimatica de Superéxido Dismutase (SOD-1)

Todos os reagentes utilizados para determinagdo da atividade da SOD foram
provenientes do kit de Ensaio da SOD (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA), seguindo as
orientacdes do fabricante.

Foram colocados 200 uL/poco da solugdo de trabalho WST previamente preparada. Nos
pocos das amostras e do branco 2 foram acrescentados 20 pL dos plasmas ou sobrenadantes
para serem testados. Os pogos das amostras e do branco 1 também receberam 20 pL da solugdo
de trabalho da enzima. Os brancos 2 e 3 receberam 20 uL do tampao de dilui¢ao. Os brancos 1
e 3 receberam 20 puL de dgua destilada. A placa foi incubada a 37°C por 20 minutos e teve sua

absorbancia lida a 450 nm. Os resultados foram expressos na forma de atividade da SOD-1.

4.4. Genotipagem Duffy

A genotipagem do grupo sanguineo Duffy foi realizada de acordo com o protocolo
descrito por Castillo et al. (2004), com modificacdes, para a identificacdo dos SNPs
1s2814778. Os primers FYN1 (5'-CAA CAT CTG TGT ACC CTG-3") e FYN2 (5'-CAT GGC
ACC GTT TGG TTC AG-3') foram utilizados para amplificar a regido promotora € 0s primers
FYABI (5-TCC CCC TCA ACT GAG AAC TC-3") e FYAB2 (5'-CAT GGC ACC GTT TGG
TTC AG-3'") foram utilizados para amplificar a regido do exon 2 que compreende os SNPs
G125A e C265T.

A mistura de 50 pL da reacdo de PCR foi composta de: Tampao 1X (Tris-HCI pH 8,4
200 mM, KCI1 500 mM), MgCl, 1,5 mM, 0,2 mM de cada dNTP, 0,5 uM de cada iniciador, 0,5
U de Platinum Taq DNA Polimerase (Invitrogen, Sao Paulo, Brasil) e 100 ng de DNA. As
condi¢Oes de ciclagem foram um ciclo inicial de 95°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de
50 segundos a 94°C, 50 segundos a 58°C e 50 segundos a 72°C, e uma etapa final de 10 minutos
a 72°C. Ap6s a PCR, os produtos amplificados da regido promotora (189 pb) e do exon 2 (392
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pb) foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% para verificar a eficiéncia da
amplificacio.

Digestao das amostras: os produtos de PCR foram digeridos overnight com enzimas de
restricdo apropriadas (Fermentas, Vilnius, Lituania), seguindo as instruc¢des do fabricante. Para
a caracterizacdo do polimorfismo G125A, a enzima Banl foi utilizada, resultando em
fragmentos de 212, 94 e 86 pb para o alelo F'Y*A e fragmentos de 306 e 86 pb para o alelo FY*B.
Para a caracterizacdo do polimorfismo T-33C, a enzima Styl foi utilizada, resultando em
fragmentos de 108 e 81 pb para o alelo normal e 108 e 69 pb para o alelo FY*BES. J4 para a
caracterizacdo do polimorfismo C265T, a enzima MSPAII foi utilizada, resultando em
fragmentos de 124, 119, 85, 37 e 27 pb para o alelo normal, enquanto que para o
alelo FY*X eram esperados fragmentos de 161, 119, 85 e 27 pb. Os produtos resultantes da
digestao foram eletroforeticamente separados em gel de poliacrilamida 12,5%, na presenca de
um marcador de peso molecular de 50 pb (Invitrogen, Sao Paulo, Brasil) e corados com nitrato

de prata a 0,3%.

4.5. Polimorfismo da CSP

- Extragdo do DNA plasmodial

As hemadcias foram obtidas apds a separacao das PBMC e tiveram o DNA plasmodial
extraido utilizando o Easy-DNA™ Kit (Invitrogen), conforme orientagdes do fabricante.

- Reagdo de PCR

A amplificagdo foi realizada seguindo o descrito por Cassiano et al. (2011) com algumas
modificagdes. Foi preparado 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, 02 upuM de cada  oligonucleotidio  iniciador (5’
AGGCAGAGGACTTGGTGAGA 3’ ¢ 5’CCACAGGTTACACTGCATGG 3’) e 1 U de Taq
Platinum (Invitrogen). A amplifica¢do foi realizada 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 extensdo final a 72°C por 10
min. Como controle positivo, foram utilizados trés plasmideos contendo uma insercao do gene
da porg¢ao 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 reacdo, foi
utilizada dgua estéril.

- Analise do produto de PCR

Cinco microlitros (SuL) do produto de PCR foram submetidos a eletroforese a 100 V
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por 50 min juntamente com um marcador de peso molecular de 100pb (Invitrogen) em gel de
agarose a 1,5% corado com brometo de etidio. O DNA alvo foi visualizado em transiluminador
sob luz ultravioleta.

As variantes da CSP de P. vivax foram caracterizadas pela anélise do Polimorfismo dos
Comprimentos dos Fragmentos de Restricdo (RFLP), seguindo o descrito por Cassiano et al.
(2011) com modifica¢des. A reacdo de digestdo foi realizada em um volume final de 20 pL,
contendo: 10 U de Alul (Invitrogen), 2uL. do tampdo de reacdo da enzima, 10 pL do produto
de PCR e 7 uL de 4gua esterilizada e livre de DNAse. As reagdes ocorreram em banho-maria a
37°C overnight. Os produtos resultantes da digestdo foram eletroforeticamente separados em
gel de poliacrilamida 12,5%, na presenca de um marcador de peso molecular de 50 pb

(Invitrogen) e corados com nitrato de prata a 0,3.

4.6. Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas com auxilio do software GraphPad Prism 5.0.
Foi utilizado o teste de D’Agostino-Pearson para determinar se a variabilidade das amostras
seguiu um padrdo de distribuicdo normal. A significancia das diferencas observadas entre
pacientes e controle foi determinada utilizando-se teste bicaudal de Mann-Whitney. Para
comparacdo do padrdo entre as variantes foi usado o teste de Kruskal-Wallis seguido do pds

teste de Dunn. As diferencas foram consideradas significativas quando valores de p<0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise dos fatores intrinsecos ao parasito

O grupo infectado apresentou carga parasitdria variando entre 2 parasitos/ulL. e 23333
parasitos/uL, como demonstrado na Figura 10, com parasitemia mediana de 1030 parasitas/uL.
Nenhum paciente infectado demonstrou valor de parasitemia igual a zero e todos apresentaram
infecc@o apenas com a espécie P. vivax. Todos os individuos do grupo controle apresentaram
carga parasitdria igual a zero.

As cargas parasitdrias, em geral, tiveram valores baixos se comparados aos valores
obtidos em infeccdo por P. falciparum. Como ja referido anteriormente o grupo sanguineo
Duffy possui um receptor para P. vivax sendo, portanto, importante na invasao do parasito na
célula sanguinea e aqueles que ndo possuem o antigeno Duffy sdo naturalmente resistentes
(MILLER et al, 1976). Um ensaio de citometria de fluxo descrito por Wolley et al (2000)
demonstrou que hd maior expressao de Fy na superficie de reticuldcitos do que em hemadcias
maduras no sangue periférico. Tal fato ajuda a comprovar a predile¢do do Plasmodium vivax
por hemdcias mais jovens, justificando assim a baixa parasitemia geralmente encontrada nesse
tipo de maldria pois os reticuldcitos perfazem pequena porcentagem das células sanguineas, em

torno de 2%.
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Figura 10. Carga parasitaria grupo controle e infectados por P. vivax. A carga parasitaria foi determinada por
PCR real-time. A linha representa a mediana dos grupos (N controle = 9 e N infectados = 24). ).

No que se refere ao polimorfismo da proteina circunsporozoita (CSP), dentre os
pacientes infectados, houve predominio da variante VK210. Numericamente, 56% (14), dos

pacientes infectados apresentaram a variante VK210, 24% (6) apresentaram a VK247 e 20%
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(5) com infec¢do mista com as duas variantes. Nao houve nenhum paciente com a variante P.

vivax-like (Tabela 1).

Tabela 1. Frequéncia de pacientes quanto ao polimorfismo da CSP

Variantes N Yo
VK210 14 56
VK247 6 24

Mista 5 20
P. vivax like 0 0
Total 25 100%

Tais dados corroboram com a literatura, pois nessa regido da Amazonia Legal, a variante
VK210 € a mais frequente em infec¢c@o simples, como demonstrado por Storti-Melo et al (2008)
onde 58,7% dos pacientes possuiam essa variante. No entanto, diferentemente do trabalho
mencionado, no nosso nao encontramos a variante P. vivax-like.

Com os recentes casos de agravamento desta doenca, até entdo considerada benigna, foi
questionado se os responsdveis por tais acontecimentos eram fatores atribuidos ao hospedeiro
ou fatores intrinsecos ao parasito. No que se refere ao parasito, dados contidos na literatura
relatam que as variacdes genéticas em proteinas do parasito, dentre elas a Proteina
Circunsporozoita sdo grandes alvos imunogénico (RIBEIRO, 2013). Como uma das fungdes
conhecidas da CSP € seu envolvimento na motilidade e invasdo do esporozoito durante sua
entrada no hepatdcito, sua variagio pode ter influéncia direta nesse processo também.

Estudos anteriores como o de Souza-Neiras et al (2010) ja demonstraram que a CSP €
um epitopo altamente imunogénico, e que na presenca de VK210 ocorre uma menor resposta
de anticorpos a VK247 e que a resposta contra estas duas variantes também se torna menor na
presenca de P.vivax-like.

Entdo decidimos investigar a influéncia que o polimorfismo da CSP do parasito tinha
na carga parasitdria, assim como sua influéncia no estresse oxidativo do paciente. No que se
refere a primeira mencionada, evidenciamos diferenca na carga parasitdria entre as variantes.
A variante VK247 apresentou maior parasitemia entre as demais, com valor de mediana igual
a 2228 parasitas/ul. e valores absolutos que variaram entre 977 parasitas/u/L e 7465

parasitas/ul. quando comparada a VK210 que apresentou mediana igual a 267 parasitas/uL e
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quando comparada a infec¢do mista (VK210 + VK247) com mediana igual a 140 parasitas/ulL

(Figura 11).
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Figura 11. Influéncia da variante molecular do parasito na carga parasitaria. As variantes moleculares
foram caracterizadas por PCR-RFLP A linha representa a mediana dos grupos (VK210 = 267 parasitas/uL,
VK247 = 2228 parasitas/uL e Mista = 140 parasitas/uL, respectivamente).

Aparentemente, como demonstrado em nosso estudo e em um estudo anterior de
Gongalves et al (2009), a variante P. vivax-like ainda se encontra ausente no Maranhio, apesar
de ser encontrada em regides proximas, como Belém — PA. Tal fato ja foi descrito por outros
autores e pode dever-se a diferente susceptibilidade do vetor as variantes moleculares de P.
vivax (SILVA et al, 2006a; ALVES et al, 2007; MOON et al, 2009). A auséncia da variante
VK247 em infeccao tinica (ndo mista) em trabalhos anteriores a 2008 e sua deteccdo por Storti-
Melo et al (2008) mostra que o perfil de infeccdo dessa variante vem se alterando. Em nosso
estudo encontramos 5 pacientes com essa variante, ainda que em menor frequéncia, pode
sugerir que essa modificacdo do perfil € uma adaptacdo dessa variante ou que houve recente

entrada da mesma em nossa regiao.

5.1. Fatores intrinsecos ao hospedeiro

A genotipagem do Duffy foi realizada nos 25 pacientes infectados, entre estes, o
gendtipo FyA/FyB foi o mais frequente, expressado por 9 (36%) dos pacientes infectados. Os
gendtipos gendtipos FyB/FyB e FyA/FyBES estiveram, cada um, presentes em 6 pacientes, ao
passo que o genStipo FyB/FyBES foi apresentado por apenas 3 pacientes e o gendtipo FyA/FyA,
por apenas 1 paciente. Dentre os 4 fendtipos existentes, o0 A+B+ foi expressado por 9 pacientes,

0o A+B- por 7 pacientes e o A-B+ por 9 pacientes. O fendtipo Duffy negativo [A-B-
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(FyBES/FyBES)] nio foi apresentado por nenhum paciente desse estudo. O alelo FYX também

nao foi encontrado. (Tabela 2).

Tabela 2. Frequéncia do genétipo Duffy

Genoétipo Duffy N %
FyA/FyA 1 4%
FyA/FyB 9 36%
FyB/FyB 6 24%

FyB/FyBES 3 12%
FyA/FyBES 6 24%
FyBES/FYBES 0 0%

Como dito anteriormente, o gendtipo mais frequente foi o FyA/FyB. Este resultado
corrobora com outros trabalhos, onde estudos tém mostrado que o genétipo heterogéneo para o
Duffy favorece a infec¢@o por Plasmodium vivax na regido da Amazonia brasileira, ou seja, a
presenca de ambos os alelos funcionais do genétipo Duffy aumenta o risco de infec¢do por P.
vivax, como descrito por Cavasini et al (2007). Neste estudo citado, o segundo gendtipo mais
frequente foi FyB/FyB seguido dos FyA/FyBE® e FyB/FyBE®. Em nosso estudo, obtivemos
frequéncias semelhantes, divergindo nas frequéncias dos gendtipos FyA/FyA (encontrado em
14% naquele e em apenas 4% entre nossos pacientes), € o Duffy negativo — em baixa
porcentagem naquele e ausente no presente estudo. Tal fato podemos atribuir ao nimero
diferente de pacientes estudados (321 x 25) e as regides distintas de colonizacao.

Analisando cada gendtipo Duffy com a carga parasitaria foi observado que os pacientes
com o genoétipo FyB/FyB apresentaram carga parasitaria maior que os demais, sendo essa
diferenca significativa apenas quando comparada a do genétipo FyA/FyB. Os demais grupos
apresentaram carga parasitaria semelhante.

Dentre os genétipos, o FyA/FyB possui a mediana mais baixa, com concentra¢do dos
valores mais inferiores e igual a 146 parasitos/ul. (Figura 12). O FyA/FyA foi apresentado

somente por 1 paciente, com parasitemia igual a 2872 parasitos/uL.. (FIGURA 12).
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Percebemos ainda que os 2 gendtipos que detinham um alelo FyA (FyA/FyB e
FyA/FyBES) apresentaram menor parasitemia em comparacio aos que nio possufam tal alelo
(FyB/FyB e FyB/FyBE®). Tais dados corroboram com a pesquisa de King et al (2011) que
referiram que o alelo FyA estava relacionado a menor susceptibilidade ao P. vivax por
apresentarem menor eficiéncia de ligacdo do parasito a PvDBP e, portanto, menor parasitemia.
Ao investigar 0os mecanismos responsaveis por essa ligacdo diferencial entre os alelos, estes
pesquisadores sugeriram ser as diferencas de carga eletrostitica entre Fya e Fyb as responsdveis.
Isto porque a regido N-terminal (da CSP) € carregada negativamente e a PvDBP positivamente.
Como hd neutralidade eletrostética da glicina presente no FyA isso desencadearia uma ligacio
com menor for¢a, logo menos eficiente a PvDBP, diferentemente da negatividade observada no
acido aspartico do alelo FyB, que atribui maior for¢a a ligacdo e consequentemente maior

eficiéncia na invasdo da célula sanguinea humana.

p = 0,0256
*
40000 - —_y
30000
A
20000 1
A
10000 - . ,
30007 o
2000 - "
+ *
10001 A ———— o
A <

FyAFyA FyAFyB FyBFyB FyB/FyBes FyA/FyBes

Figura 12. Influéncia do genétipo Duffy sobre a carga parasitaria. A linha representa a mediana dos grupos:
FyA/FyA N = 1, FyA/FyB N =9, FyB/FyB N = 6, FyB/FyBE N = 3 e FyA/FyBES com N = 6 respectivamente.

Como ndo encontramos pacientes infectados com o gendtipo Duffy negativo, ndo
podemos concluir se ndo ha susceptibilidade a maldria com esse gendtipo nesta regido, apesar
de relatos de diversos autores. Menard et al (2010) em um estudo em Madagascar, acreditam
que cepas com capacidade de invasdo de eritrocitos Fy- foram selecionadas por circular em
regides altamente endémicas entre individuos Duffy+. Em um estudo posterior, Zimmerman et
al (2012) ao observarem pacientes Duffy negativos com maldria vivax na regido da Amazonia

Legal, levantaram a hipétese de que este parasito é capaz de utilizar vias alternativas, com
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proteinas ligadoras na regido do micronema, para invasdo e que tais artefatos apenas
permanecem ocultos na presenga do antigeno Duffy.

O alelo FyA ¢ caracteristicamente fixado em populacdes brancas, Europeias e Asiaticas,
enquanto o alelo FyB predomina nas populacdes negras (King et al, 2011). Tal fato ndo pode
ser observado com tanta precisdo na maior parte da populacdo brasileira, que sofreu forte
influéncia da colonizacdo de diversos paises do mundo. Acreditamos que esse seja talvez o
mecanismo responsavel pela presenca predominante do gendtipo heterozigoto. No estudo
citado, os autores sugeriram ainda a selecio do alelo FyA pela sua capacidade de diminuir a
eficiéncia da infeccdo, sendo, portanto, um fator que melhoraria a performance humana frente
ao parasito. Tal fato pode ser sustentado com a observacdo da fixacdo desse alelo em regides

da Asia e da América com alta endemicidade.

5.2. Relacao entre fatores do parasito e do hospedeiro

Ao avaliarmos a carga parasitdria e seus valores associados ao gendtipo e a parasitemia
observamos que a variante VK210 apresentou maior parasitemia (12454,3 parasitas/ulL) no
genotipo FyB/FyB que a variante VK247, ao contrdrio do que verificamos entre os demais
genotipos. Houve diferenca estatistica apenas entre as variantes VK210 dos genétipos FyA/FyB
e FyB/FyB com p = 0,0357, ndo havendo entre as demais.

Em termos percentuais, a tabela 3 mostra a frequéncia das variantes (coluna) associada ao
genétipo Duffy (linha). Dentre a variante VK210, o genétipo FyA/FyA representa 7,14%
(menor valor) do total de pacientes com a mesma variante enquanto o genotipo FyA/FyB

representou 35,7% (maior porcentagem).

Tabela 3. Frequéncia da variante relacionada ao genétipo

Variante VK210 VK247 MISTA Total
FyA/FyA 1(7,14%) 0 0 1 (4%)
° FyA/FyB 5(35,7%) 2 (40%) 2 (33,33%) 9 (36%)
.‘g FyB/FyB 3 (21,42%) 2 (40%) 1 (16,66%) 6 (24%)
© FyB/FyBES 1 (7,14%) 1 (20%) 1 (16,66%) 3 (12%)
FyA/FyBES 4 (28,56%) 0 2 (33,33%) 6 (24%)
Total 14 (100%) 5 (100%) 6 (100%) 25 (100%)
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Os dados do presente estudo, no que se refere a carga parasitaria relacionada a variante
de CSP corrobora com outros autores, onde a variante VK210 em geral apresenta menores
parasitemias quando comparado a variante VK247 (FIGURA 13). Arruda et al (2007)
demonstraram que hd resposta de anticorpo menor em presenga da dltima variante, sugerindo
que tal fato ocorresse pela recente inser¢ao desse polimorfismo em nossa regiao. Hipétese essa
sustentada em diversos trabalhos (King et al, 2011; Storti-Melo et al, 2008). Portanto, parece
que assim como o alelo FyA, tal variante ainda ndo apresenta total adaptacdo a nossa regido,
visto que provoca parasitemias mais elevadas, assim como estresse oxidativo e sintomas mais
severos, exercendo um perfil mais inflamatério que regulador, o que sera discutido de forma

mais aprofundada adiante.
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Figura 13. Analise entre carga parasitaria, o genotipo Duffy e as variantes do parasito. N da variante VK210
=14, da VK247 = 5 e Mista = 6. N dos genétipos: FyA/FyB = 9, FyB/FyB = 6. FyB/FyBE= 3, FyA/FyBFS= 6.
Houve diferenca estatistica entre a densidade parasitdria do genétipo FyB/FyB que apresentou a variante VK210
e o gendtipo FyA/FyB que apresentou a mesma variante. p = 0,0357.

5.3.Quantificacao da atividade da SOD-1 no Plasma, sua correlacao com a parasitemia e
analise da influéncia do genétipo Duffy na atividade desta enzima
Andrade et al (2010) encontraram correlacdo significativa entre a SOD e a carga
parasitdria em pacientes gravemente infectados por maldria vivax, mostrando que os niveis de
SOD-1 foram bem mais eficazes em prever a gravidade desta infec¢do do que o TNF-a.

Baseados nestes achados avaliamos entdo se essa mesma caracteristica se estenderia a infec¢ao
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simples encontrada em nossa regido e se haveria sua relacio com o genétipo Duffy expresso
nos pacientes. Como ja mencionado, o radical superdxido € vital para as células de defesa do
organismo e devido a isso a atividade da SOD no grupo controle, mesmo nao havendo estresse
oxidativo nesse grupo, é diferente de zero. J4 no grupo infectado o maior nivel de atividade da
SOD-1 provavelmente deve-se ao estresse oxidativo ocasionado por dois mecanismos
principais: resposta imune ativada do hospedeiro e replicacdo do parasito com posterior
degradacdo da hemoglobina. Apesar desta ser sua fonte de aminodcidos, a reprodugdo
intraeritrocitdria do parasito provoca degradacio da hemoglobina, com producio de heme livre,
téxico, e radicais livres de oxigénio, conferindo insulto oxidativo na célula hospedeira. No
entanto, para sobreviver nesse meio o parasito também possui um sistema enzimético de defesa
antioxidante, incluindo as proteinas glutationa e tiorredoxina descritas por Becker et al (2004),
que constituem em um mecanismo de escape do parasito. Portanto, o sistema redox desempenha
um papel indispensavel para a sobrevivéncia de Plasmodium no interior do hospedeiro.

A quantificacdo da atividade da SOD-1 no plasma foi analisada entre os grupos controle
e infectados, demonstrando diferente atividade entre os mesmos. Dentre o grupo controle, a
atividade da SOD-1 teve valores que variaram entre 48,2 U/mL e 93,5 U/mL e com
concentracdo mediana igual a 60 U/mL. J4 nos pacientes infectados, os valores variaram entre

15,9 U/mL e 101,9 U/mL, com mediana igual a 77,8 U/mL (Figura 14).
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Figura 14. Quantificacio da atividade da SOD-1 no plasma dos grupos controle e infectados por malaria
vivax. O trago representa a mediana dos grupos (Controle N =9 e Infectados N = 23).

Apesar de encontrarmos niveis maiores de atividade da SOD-1 no grupo infectado, ao

correlacionarmos a parasitemia com a atividade dessa enzima nesse grupo, nio encontramos
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significancia (p = 0,304). No trabalho de Andrade et al (2010), essa correlagdo foi positiva,
onde quanto maior era a parasitemia, maior o nivel da SOD-1. No entanto, neste estudo, a SOD-
1 foi avaliada como marcadora em pacientes com maldria grave ocasionada por P. vivax,
diferentemente do nosso estudo, onde eram todos com infec¢ao simples. Adicionalmente, no
estudo citado, os valores de parasitemia eram bem superiores aos que encontramos. Ao
avaliarmos a atividade da SOD em relagdo ao gendtipo Duffy, a atividade dessa enzima
apresentou importante variacdo entre os genotipos, com valor minimo de 15,91 U/mL no
gendtipo FyB/FyB e valor mdximo de 101,9 U/mL no gendtipo FyA/FyB (Figura 15 B).
Observando as medianas, percebemos que dentre os grupos que apresentaram maior
parasitemia (auséncia do alelo A), houve menor atividade da SOD-1, e nos grupos de menor
parasitemia (FYA/FyB e FyA/FyBE®) houve maior atividade da enzima superéxido dismutase,
com diferenca estatistica entre os genétipos FyA/FyB e FyB/FyB e entre este ultimo e o

gendtipo FyA/FyBES (Figura 15).
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Figura 15. Comparacio entre os genétipos Duffy de acordo com a carga parasitaria e a atividade da SOD-
1. a) Carga parasitaria e Genétipo Duffy. Houve diferencga estatistica entre os gendtipos FyA/FyB, que teve a
menor mediana de parasitemia entre todos e FyB/FyB,, com valor de p = 0,0256. Nao houve diferenga entre os
demais gendtipos. b) Genétipo Duffy e Atividade da SOD-1 no Plasma. A linha representa a mediana dos grupos
(FyA/FyB N = 9, FyB/FyB N = 6, FyB/FyBES N = a 3 e FyA/FyBE® com N = 6 respectivamente). Dois p
significativos: p = 0,0360 entre FyA/FyB e FyB/FyB e outro p = 0,0152 entre FyB/FyB e FyA/FyBES.

Como j4 mencionado, na replicagdo do parasito existe a formacdo de superdxido de
hidrogénio, que, por mecanismos de defesa do hospedeiro mediado pela SOD, é dismutado

originando peréxido de hidrogénio (H202). Em situacdo fisiolégica, ou seja, na auséncia do
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parasito, quando hd producdo do peroxido, outras enzimas antioxidantes como a catalase e a
glutationa redutase o convertem em dgua com posterior elimina¢io, sem danos ao organismo.
No entanto, na presenca do parasito e na degrada¢dao da hemoglobina, muito heme e ferro livre
sao liberados e esse metal é catalisador para a reacao de Fenton, potencializando a formacao do
radical hidroxila, que é a0 mesmo tempo lesivo ao organismo e ao parasito. A reagdo
mencionada consiste na producio do radical hidroxila a partir do metabdlito H>O» catalisado
pelo ferro livre (Fe** + H202 = Fe** + "OH + "OH). Ou seja, a SOD fornece o substrato da
reacdo (H2O2) e o ferro livre catalisa, havendo produgdo facilitada do radical hidroxila
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

A SOD-1 que quantificamos em nosso estudo € um marcador do plasma do hospedeiro,
demonstrando a atividade da enzima SOD. Em termos numéricos, quanto maior a atividade de
superdxido dismutase, maior deveria ser a dismutacdo do anion superoxido. Mas tal fato seria
diretamente proporcional também a producdo de radical hidroxila, que € lesivo tanto para o
hospedeiro quanto para o parasito, resultando em sua morte e/ou elimina¢do do organismo.

Dessa forma, acreditamos que o parasito desenvolve um mecanismo de escape a essa
reacdo toxica, mantendo um perfil imune regulador, para que ndo haja producao de superéxido
pelo sistema imune do hospedeiro a fim de ndo desencadear todo o processo mencionado.
Hipoétese esta sustentada pela caracteristica apresentada por células inflamatorias, descrito por
Imlay em 2003, onde a produc¢ao dos intermedidrios de oxigénio ocorre principalmente por acdo
catalitica das enzimas NADPH oxidase, a qual acelera a formac¢ao do radical anion superéxido.
Ou seja, ter células com perfil inflamatorio seria mais um fator somatdrio na producdo das
EROS, e portanto lesivo ao parasito. Tal andlise corrobora com os dados encontrados por
Camelo (2015) e Ribeiro (2013) onde o perfil de citocinas desencadeado pelo parasito em
maldria vivax simples estudados era regulador e nao inflamatoério, mantendo no geral uma
menor parasitemia. Mais estudos sdo necessarios para esclarecer todas as enzimas, citocinas e
substancias envolvidas nessas reacdes, mas sugerimos no presente estudo que esses
mecanismos sdo mais eficientes quanto maior a eficiéncia de invasdao do parasito na célula
sanguinea.

Por fim, para melhorar a qualidade de vida de milhdes de pessoas que sdo anualmente
infectadas pelo Plasmodium vivax, além de avancos com a terapia, e ainda mais importante que
isso, estd a profilaxia. Os métodos atuais de combate a0 mosquito e protecdo pessoal com
mosquiteiros e repelentes ndo sdo suficientes e o desenvolvimento de uma vacina alcancaria
um patamar de profilaxia necessario. Para sucesso na formula¢do de uma vacina desta doenca

depende-se de diversos fatores ainda desconhecidos como a identifica¢do e caracterizagao dos
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diversos antigenos pré-eritrocitirios, a exemplo da CSP, das proteinas de superficie do
merozoito no estdgio sanguineo (MSP-1), do antigeno de membrana apical (AMA-1) e o
completo entendimento sobre a Proteina de Ligacdo ao Antigeno Duffy, assim como
compreender a modulacdo genética e de resposta imune existentes nessa infeccdo. Portanto,

mais pesquisas se fazem necessarias no intuito de ajudar no combate desta doenca.
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6. CONCLUSOES

e A variante VK247 determinou maior carga parasitdria quando comparada a variante

VK210.

e O gendtipo FyB/FyB demonstrou maior carga parasitaria, enquanto que o alelo FyA foi

relacionado as menores parasitemias.

e A quantificagdo da atividade da SOD-1 nao apresentou diferenca estatistica quando

comparada entre as variantes assim como ndo demonstrou correlagdo com a parasitemia.

e A SOD-1 foi inversamente proporcional a parasitemia quando comparada dentro de

cada gendtipo especifico.
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ANEXO1
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Ao assinar este termo, consinto livremente, apds esclarecimentos prévios, em participar da
pesquisa intitulada “Aplicagdo de tecnologias moleculares e imunoldgicas para caracterizagao
clinico-epidemioldgica e diagndstica da maldria por Plasmodium vivax no Estado do Maranhao”,
coordenado pelos professores doutores Flavia Raquel F Nascimento e Antonio Rafael da Silva. Estou
ciente que o projeto visa caracterizar os aspectos clinicos, laboratoriais e epidemiolégicos da malaria
causada por P. vivax para melhor entender a doenga, a sua progressao e a melhor forma de tratamento.
Minha participacdo nesta pesquisa restringe-se a entrevista, a doacdo de amostra de sangue e a
obediéncia ao protocolo de tratamento que me serd dado pelos médicos da equipe. O meu sangue serd
utilizado para realizacdo de experimentos biolégicos para avaliar parametros relacionados ao parasito
causador da Maldria. O sangue que eu doar serd estocado para pesquisas futuras. Estou ciente de que
serd feito acompanhamento clinico e exames parasitoldgicos regulares para verificagdo da eficdcia do
tratamento. Para isso, deverei retornar sempre que chamado pelos médicos da equipe e para isso
receberei vales transportes para o deslocamento. Atesto, portanto, que entendi a proposta do projeto
e concordo em participar da pesquisa doando amostras de sangue e cooperando com o tratamento.
Atesto ainda que os pesquisadores garantiram que o meu tratamento serd garantido mesmo que eu

nao concorde em responder o questiondrio ou doar as amostras de sangue para a pesquisa.
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Endereco
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Pesquisadores responsaveis:

Profa. Dra. Flavia Raquel F. Nascimento e Prof. Dr. Antonio Rafael da Silva

Universidade Federal Do Maranhao

Endereco: Av dos Portugueses s/n, Campus do Bacanga, Integrado Bloco I, Lab. de
Imunofisiologia

Telefone:98 33018548
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IX - Objetivos:

Geral:

Correlacionar os aspectos clinico-epidemioldgicos com os achados moleculares e imunoldgicos da malaria por
Plasmodium vivax no Estado do Maranh#o.

Especifico:

1. Caracterizar os aspectos clinicos e epidemiolégicos da malaria por P. vivax;

2. Determinar a freqtiéncia dos genétipos da proteina Duffy na populacéio estudada;

3. Determinar a carga parasitdria e a freqliéncia dos genétipos da proteina circunsporozoitica em amostras
de pacientes;

4. Analisar o perfil de citocinas e de anticorpos e o fendtipo dos leucécitos no sangue de pacientes;

5. Identificar e caracterizar novos alvos biolégicos com finalidade diagnéstica e terapéutica;

III - Sumario do projeto: -

O projeto de pesquisa “Aplicagdo de tecnologias moleculares e imunoldgicas para caracterizagdo clinico-epidemiolégica
e diagnéstica da maldria por Plasmodium vivax no Estado do Maranh3o” busca o aprimorar o conhecimento molecular
acerca das variantes do Plasmodium vivax existentes no estado de modo a correlacionar estes achados com as
caracteristicas clinico - epidemiolégicas de casos com desfechos de maior gravidade, tais como coagulopatias,
comprometimento cerebral, insuficiéncia renal, dentre outras. Para tanto, estdo associados em consércio o Centro de
Referéncia em Doengas Infecciesas do Departamento de Patologia e os Laboratérios de Imunofisiologia e de Genética e
Biologia Molecular, cujas produgdes técnico - cientificas dio substrato confidvel & execugdo do mesmo. O recrutamento
de pacientes serd realiizado pelo centro de referéncias, onde os mesmos serdo atendidos e acompanhados clinicamente.
O projeto descreve ainda todos os cuidados e atengdo necessarios acs pacientes quer aceitem ou ndo a participagdo no
projeto. Este é um estudo com pleno financiamento pela Fundacio de Amparo a Pesquisa do Estado do Maranhdo -
FAPEMA.



