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RESUMO

A maléria € uma doencga parasitaria prevalente principalmente em regides tropicais e
subtropicais do mundo. Individuos infectados com Plasmodium vivax, mais
prevalente espécie do parasito no Brasil, apresentam dentre outras caracteristicas, a
anemia como uma das principais complicacdes. Além disso, essa espécie € capaz
de desenvolver hipnozoitos que podem levar ao reaparecimento dos sintomas em
episddios denominados recaidas. No entanto, os mecanismos responsaveis pela
ativacao desses hipnozoitos ainda sdo desconhecidos. O metabolismo do ferro tem
sido associado com o desenvolvimento de diversos organismos, inclusive
Plasmodium, além de estar envolvido em disturbios hematoldgicos, como a anemia.
Assim, a hipotese investigada neste trabalho é que as moléculas envolvidas na
homeostase do ferro podem ser utilizadas como biomarcadores de recaida e/ou de
anemia através da analise dos polimorfismos C282Y e H63D no gene da
hemocromatose (HFE) e C326Y/S no gene da ferroportina (FPN). Os individuos
analisados foram divididos segundo os dois grandes temas desse estudo: (1)
individuos que tiveram uma ou multiplas recaidas por P. vivax e (2) individuos
anémicos e nao anémicos infectados por P. vivax. A frequéncia do polimorfismo
H63D identificada no grupo de multiplas recaidas foi de 17%, enquanto que no grupo
de uma recaida foi de apenas 2%. Nao foi observada diferenga significativa entre
individuos anémicos e nao anémicos para os polimorfismos HFE H63D e C282Y.
Tanto no grupo de anemia quanto no grupo de recaida ndo foram encontrados os
polimorfismos C326Y e C326S no gene da ferroportina. Os resultados obtidos nesse
estudo evidenciam que o polimorfismo HFE H63D pode estar relacionado ao
acumulo de ferro nos individuos com multiplas recaidas, sugerindo que esse
polimorfismo pode ser considerado um biomarcador de multiplas recaidas. Além
disso, esses resultados abrem a perspectiva de realizagdo de novos estudos que
contribuam para a elucidacdo dos mecanismos que desencadeiam as multiplas
recaidas. Esses resultados podem inclusive contribuir para novas estratégias nos
programas de eliminagdo da malaria, como projetos de monitoramento de individuos
que possuam predisposicdo ao acumulo de ferro, e também resisténcia ao

tratamento, principalmente nas areas endémicas.

Palavras-chave: malaria, Plasmodium vivax, recaida, anemia, ferro,

hemocromatose, ferroportina



ABSTRACT
Malaria is one of the most prevalent parasitic diseases in tropical and subtropical
regions of the world. Plasmodium vivax, the major species of the parasite in Brazil,
has among other characteristics: anemia as one of the main symptoms, and the
ability to develop latent forms in the liver, called hypnozoites, responsible for the
reappearance of symptoms months or even years after infection. However, the
mechanisms accountable for activation of these hypnozoites are still unknown. The
iron metabolism has been associated with the development of many organisms,
including Plasmodium, as well as being involved in hematological disorders such as
anemia. Therefore, the hypothesis of this study is that the molecules involved in iron
homeostasis can be used as biomarkers of relapse and/or anemia by analysis of the
polymorphisms C282Y and H63D in the hemochromatosis gene (HFE) and C326Y/S
in the ferroportin gene (FPN). The individuals analyzed were divided according to the
two areas of this study: Relapse and anemia. By PCR-RFLP were found 33%
heterozygotes for the HFE H63D polymorphism and only 4% heterozygous (n=35).
The frequency of the HFE H63D polymorphism in multiple relapses group was 17%
of the mutated allele, while in the group of one relapse was 2%. There was no
significant difference between anemic and non-anemic individuals for HFE H63D and
C282Y polymorphism. In both groups of anemia and relapse the C326Y and C326S
polymorphisms were not found in the ferroportin gene. The results of this study show
that the HFE H63D polymorphism may be related to the accumulation of iron in
individuals with multiple relapses, suggesting that this polymorphism can be
considered a biomarker of multiple relapses. Moreover, these findings open up the
prospect of new studies that contribute to the elucidation of the mechanisms that
trigger multiple relapses. These results may contribute to new strategies for malaria
elimination programs, such as monitoring projects of individuals who have

predisposition to iron accumulation, especially in endemic areas.

Keywords: malaria, Plasmodium vivax relapse, anemia, iron, hemochromatosis,

ferroportin.
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1 INTRODUGCAO
1.1 Aspectos gerais da malaria

A malaria € mundialmente conhecida como a doencga parasitaria mais letal,
prevalente em diversas regides tropicais e subtropicais do mundo. Segundo dados
da Organizagdo Mundial de Saude (OMS), em 2015, aproximadamente 3,2 bilhdes
de pessoas - quase metade da populagdo mundial - estavam sob risco de contrair
malaria. A maioria dos casos e mortes ocorre na Africa sub-saariana. No entanto,
populacdes na Asia, América Latina, e, em menor proporcdo, no Oriente Médio e
partes da Europa, também estdo em risco (Figura 1). Em 2015, 97 paises e

territorios tinham uma transmisséo continua de malaria (WHO, 2015).

BN Areas com alto risco de transmiss8o
[ | Areas com risco limitado de transmiss&o
Sem malaria

Adaptado WHO (2013)

Figura 1: Mapa de regibes com risco de transmiss&do de malaria

A transmissdo da malaria aos seres humanos ocorre através da picada de
fémeas de mosquitos pertencentes ao género Anopheles infectados com
Plasmodium. Atualmente s&o conhecidas cinco espécies deste parasito capazes de
infectar humanos, Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale,
Plasmodium malariae e o mais recentemente descrito Plasmodium knowlesi (COX-
SINGH, 2008).

Infecgbes causadas principalmente por P. falciparum e P. vivax representam
um grande desafio para a saude publica mundial. P. falciparum, considerada a
espécie mais letal, possui maior prevaléncia no continente africano. Contudo, P.
vivax apresenta a mais ampla distribuicdo geografica, provavelmente devido a

capacidade de se desenvolver no mosquito vetor a baixas temperaturas e altitudes
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mais elevadas (SUTHERST, 2004). Além de ser amplamente distribuida, a malaria
por P. vivax ja foi associada a casos graves inclusive no Brasil (GENTON et al.,
2008; TJITRA et al., 2008 COSTA et al., 2012).

No Brasil o numero de casos da doenca tem diminuido nos ultimos anos, com
aproximadamente 142 mil casos no ano de 2015 (SIVEP-MALARIA, 2016). Desses,
99,6% ocorreram na regiao Amazdnica (Figura 2) sendo 84% causados por P. vivax
(MS/SVS, 2015).

p 4 { \‘-__ -
S % 7
> v
/ b
F y
0 y HP /
‘\ e A 3 __i“_l
P d i 4 .’ ()I
\ : A
- 7 i ‘/
3 . S Y- =
\ 1 /f
o 2
- . - 3 A ™ } [ |sem transmissdo
y i Baixo risco
o L o 2o Médio risco
80 " - . P -Alto risco
s D 8

Yy

Sinan/SVS/MS e Sivep-Malaria/SVS/MS
Figura 2: Mapa de risco da malaria por municipio de infecgao, Brasil, 2014.

1.2 Ciclo de vida do Plasmodium

No hospedeiro humano, o ciclo de vida do parasito comega por esporozoitos
sendo inoculados na pele durante a picada de um mosquito infectado (Figura 3). Por
muito tempo acreditou-se que estas formas deixavam o local da picada através dos
vasos sanguineos ou linfaticos e migravam para o figado. Contudo, foi descrito
recentemente que aproximadamente 50% dos esporozoitos pode permanecer na
pele do hospedeiro (MENARD et al., 2013) e cerca de 10% pode se desenvolver na

epiderme e na derme, bem como nos foliculos pilosos onde podem sobreviver
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durante semanas (GUEIRARD et. al., 2010). Esses esporozoitos, ao chegarem no
figado e antes de invadirem um hepatdcito, migram através de varias células.
Algumas dessas células sdo capazes de reparar o dano causado pela invaséo,
enquanto outras morrem por necrose (MOTA et al.,, 2001). Segundo Carrolo e
colaboradores (2003), esse processo de migracdo dos esporozoitos € um evento
primordial para o ciclo de vida desses parasitos, pois induz a secrecao de fator de
crescimento dos hepatécitos (HGF), que torna tais células mais susceptiveis a
infeccdo. O desenvolvimento intrahepatico por esquizogonia culmina com a
liberacdo de merozoitos capazes de infectar eritrocitos ou reticuldcitos.

Outro achado mais recente referente ao ciclo desse parasito é que acreditava-
se que o rompimento de hepatécitos levava a liberacdo de merozoitos. Porém,
esses merozoitos sdo empacotados em vesiculas denominadas merossomos, que
apos chegarem na corrente sanguinea se rompem liberando os merozoitos (STURM
et al., 2006).

O ciclo eritrocitico do parasito comega com o reconhecimento, ligagdo e
invasdo de RBCs (células vermelhas do sangue) pelos merozoitos. Uma vez que os
eritrécitos foram invadidos, o parasito € encontrado dentro do vacuolo parasitoforo.
O desenvolvimento intraeritrocitico do parasito passa por diferentes fases (anel,
trofozoito e esquizonte). A partir dos esquizontes, novos merozoitos sao finalmente
formados e liberados com a lise dos eritrécitos, de modo a infectar novas RBCs
(BANNISTER & MITCHELL, 2003). Alguns merozoitos diferenciam em gametas
(masculino e feminino), que sao transportados para o estbmago do mosquito durante
seu repasto sanguineo. Uma vez no intestino, o parasito passa por uma série de
transformacgdes, culminando no desenvolvimento de novos esporozoitos que
invadem as glandulas salivares de modo que depois, podem ser inoculados em
outro hospedeiro (MUELLER et al. 2009).

P. vivax possui algumas particularidades no seu ciclo de vida que o difere do
P. falciparum: 1) o desenvolvimento de formas dormentes no figado, os hipnozoitos,
que podem levar ao reaparecimento dos sintomas em episddios denominados
recaidas; 2) os gametécitos aparecem no sangue periférico antes do inicio dos
sintomas, fator esse que dificulta inclusive o controle da transmissdo da doenga; 3)
preferéncia dos merozoitos pelos reticulécitos como células hospedeiras (GALINSKI
et al.,, 1992; TRAN et al., 2006) enquanto que o P. falciparum infecta tanto

reticuldcitos quanto eritrécitos maduros (MUELLER et al. 2009).



18

( NS g
o "‘-\:"\‘L‘\ ! : B ."'.
JI “‘ ) — .I.__.'\':-'-f
- -+ / | rp.-l."; :'::" py »‘I
Gamesscitos ingeridos Uﬁ"—. : / [ -'-I!:

o -
el mosguie %’ Gametas ——if» (‘)

/
- . 'rw
3 e
/ et \ Game [rrrnn'\l-m15r| na
Trafarot
— ]
\ L2 - T

Huptura dn

ﬂtm
{id-
.

SanNgQuIney

Adaptado de MUELLER et al., 2009

Figura 3: Ciclo de vida do Plasmodium. A transmissao do parasito Plasmodium acorre através do
repasto sanguineo realizado por fémeas do mosquito Anopheles (direita) em um hospedeiro humano
(esquerda). Esporozoitos inoculados na pele pelos mosquitos atingem a corrente sanguinea e
migram para os hepatécitos onde se reproduzem liberando as formas merozoitas para iniciar o
estagio eritrocitico. Na célula sanguinea havera a produgéo de outros merozoitos, capazes de invadir
novas hemacias. Uma porcao dos parasitos assexuados se diferenciara em gametdcitos, e durante o
repasto sanguineo serdo ingeridas pelo mosquito, onde ocorrera a fecundagdo. No mosquito, os
parasitos sofrem meiose e replicacdo mitética para formar esporozoitos, que podem infectar outro
hospedeiro humano.

1.3 Recaida

Uma caracteristica da biologia do P. vivax, que também ja foi encontrada em
P. ovale e no parasito de malaria simiana P. cynomolgi, € a capacidade de formar
hipnozoitos, uma forma latente do parasito que pode permanecer no interior das
células do figado por variaveis periodos de tempo (WELLS et al., 2010).

Os hipnozoitos foram identificados pela primeira vez em 1982 através de
biépsia hepatica de chimpanzés infectados apds a inoculacdo intravenosa de
esporozoitos de P. vivax e foram caracterizados como uma fase hepatica
uninucleada persistente de cerca de 4 ym de didmetro (KROTOSKI et al. 1982).
Algumas caracteristicas do parasito podem variar entre as diferentes cepas, dentre
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elas o tempo de dorméncia e o numero de recaidas (Figura 4) (BATTLE et al., 2014).
Cepas de regides temperadas e subtropicais, por exemplo, apresentam um longo
periodo de laténcia ou de incubacgdo (de cerca de oito a dez meses) com poucos
episdédios de recaida, enquanto que cepas tropicais sdo caracterizadas por tempos
de incubagao e laténcia curtos, cerca de trés a seis semanas com varios episodios
de recaida (COATNEY et al., 1971). Huldén e colaboradores (2008) sugerem que a
capacidade de dorméncia é parte da co-evolugdo do parasito, uma vez que 0s

episddios de recaida coincidem com o comportamento sazonal do mosquito.

Regides tropicais RegiGes temperadas
B W W V— N — A----A--
.......................... W W— A-A A
f T T T 1 [ I T T 1
0 3 ] 9 12 0 3 6 9 12
Tempo (meses) Tempo (meses)

Adaptado de WHITE et al., 2014
Figura 4: Fenétipos de laténcia e frequéncia de recaida por P. vivax. Regides tropicais
apresentam cepas em que as recaidas acontecem mais rapidamente do que em zonas temperadas.
Cepas de clima temperado apresentam recaidas mais lentamente em comparagdo com cepas de

clima tropical.

Com relacdo a manifestacdo da doenca, as recaidas, caracterizadas pela
ativagdo dos hipnozoitos, sao indistinguiveis de reinfeccdo em areas endémicas,
causadas por novas picadas de mosquito, ou recrudescéncia, pela presenga de
formas sanguineas do parasito de infecgdes pré-existentes. As formas latentes do P.
vivax, hipnozoitos, podem ser consideradas um reservatorio sub-clinico do parasito,
0 que representa uma grande barreira para a eliminagdo da malaria, uma vez que
nao sao eliminados por medicamentos tradicionais que combatem os estagios
sanguineos (WELLS et al., 2010).

Atualmente existe apenas um medicamento comercialmente disponivel capaz
de combater os hipnozoitos, a primaquina. No Brasil, o tratamento preconizado pelo
Ministério da Saude para malaria causada por P. vivax € a primaquina na dosagem
de 30 mg/dia durante 7 dias, juntamente com a cloroquina na dosagem de 30 mg/kg

divididos em trés dias, que combate as fases sanguineas do parasito.
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Contudo, a primaquina ndo é considerada totalmente eficaz no combate a
malaria em virtude da existéncia de falhas na metabolizagdo da droga, comprovadas
por niveis insuficientes do metabdlito ativo ocasionadas por polimorfismos uma
enzima chave envolvida no metabolismo de primaquina (BENNETT et al., 2013), e
também pelo fato de apresentar efeitos hemoliticos, especialmente em pessoas com
deficiéncia de Glicose 6-fostato Desidrogenase (G6PD), em que a primaquina atua
como um indutor de hemdlise de eritrocitos (HOWES, et al., 2012).

Para tentar superar as dificuldades relacionadas ao controle da malaria, muito
tem sido estudado sobre as recaidas, porém os mecanismos que levam a dorméncia
e reativagdo dos hipnozoitos ainda sao desconhecidos (WHITE et al.,, 2014). Ha
trabalhos que sugerem que infecgbes causadas por outros patégenos como P.
falciparum (SHANKS & WHITE, 2013) podem atuar na ativagdo dos hipnozoitos
através de fendmenos como a inflamagdo ou a liberacédo de citocinas (LEVINE,
1963; MCLESTER, 1945). Ha também uma hipétese de que a exposicao a proteinas
liberadas na saliva do Anopheles pode ativar a forma dormente do parasito
(HULDEN & HULDEN, 2011).

Com relacao aos fatores do hospedeiro, poucos estudos tém sido conduzidos
na elucidacdo do mecanismo de ativacdo dos hipnozoitos. Ja foi observado que
altas parasitemias sanguineas provenientes de reinfecgbes podem levar a redugéo
na parasitemia intra-hepatica. Este mecanismo parece ser independente da resposta
imune do hospedeiro, sugerindo que algum disturbio relacionado a disponibilidade
de nutrientes ou fator de crescimento do hospedeiro pode estar limitando a
parasitemia hepatica (PORTUGAL et al., 2011).

Varios estudos tém relacionado o metabolismo do ferro com o crescimento e
desenvolvimento de diversos organismos, devido ao fato desse nutriente estar
presente em processos vitais como sintese de DNA, o transporte de oxigénio e a
geracao de ATP (SCHAIBLE & KAUFMANN, 2004).

1.4 Homeostase do ferro

Ja foi descrito na literatura que o ferro tem um papel importante na malaria,
tendo em vista inclusive que a o desenvolvimento do Plasmodium & dependente de
ferro, tanto durante a fase hepatica quanto na fase eritrocitica (SPOTTISWOODE et
al., 2014).
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O metabolismo do ferro envolve diversas proteinas com fungdes de absorgao,
distribuicado e reciclagem em diferentes érgaos e tipos celulares (Figura 5). O ferro é
absorvido da dieta através da proteina DMT1 (Divalent metal transporter 1)
localizada na superficie apical dos enterécitos duodenais e distribuido aos tecidos
pela proteina transferrina (Tf) (ANDREWS, 1999). Os macrofagos reticulo-endoteliais
do baco sao responsaveis pela reciclagem do ferro das células vermelhas
senescentes do sangue. Os enterécitos e os macréfagos liberam o ferro através da
ferroportina, que oxida Fe®* a Fe®*". O complexo Fe? -Tf, é detectado pelo figado por
um conjunto de proteinas ainda ndo muito bem compreendido composto por HFE
(Hemocromatose - “High Iron Fe”), TFR2 (Transferrin receptor-2), e HJV
(Hemojuveline). Os hepatdcitos respondem a este sinal através da inducdo da
expressdo de HAMP (Hepcidin Antimicrobial Peptide) e secrecdo de hepcidina. A
hepcidina circulante atua diminuindo a absorgao de ferro da dieta pelos enterdcitos e
reciclagem de ferro pelos macréfagos através da internalizagéo de ferroportina, que
bloqueia a exportacdo de ferro. Como consequéncia, ha uma diminuicdo do ferro
sérico (PANTOPOULOS et al., 2012).

Internalizacdo e degradag¢do que
bloqueia o transporte de ferro
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Adaptado de VAULONT et al. 2005

Figura 5: Regulagdo da homeostase do ferro. O complexo Ferro- transferrina (Fe2-Tf) é detectado
pelo figado por uma via regulamentar envolvendo HFE, TFR2 e HJV. Os hepatdcitos respondem a
este sinal através da indugéo da expressao do gene HAMP e secregéo de hepcidina. A ferroportina é

entao internalizada, o que causa a diminuicdo de ferro sérico.
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1.4.1 Distarbios relacionados ao metabolismo do ferro e sua relacdo com a

malaria

1.4.1.1 Deficiéncia de ferro

Algumas doengas sao causadas por falhas no metabolismo do ferro e estéo
associadas a deficiéncia ou ao acumulo dessa molécula no organismo. A anemia,
por exemplo, é definida pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como "um
estado em que a concentragdo de hemoglobina do sangue é anormalmente baixa
em consequéncia da caréncia de um ou mais nutrientes essenciais, qualquer que
seja a origem dessa caréncia". E caracterizada por niveis de hemoglobina menores
que 12g/dL para mulheres e menores que 13g/dL para homens. Além disso, o
hematdcrito também pode ser utilizado para determinagao da anemia, caracterizada
por indices menores que 36% para mulheres e 39% para homens.

A anemia por deficiéncia de ferro resulta de longo periodo de balanco
negativo entre a quantidade de ferro biologicamente disponivel e a necessidade
organica desse elemento (WHO, 2001).

A anemia pode ser causada por fatores como a alimentagdo, doencas
infecciosas (parasitarias), inflamacao crénica e também por fatores que alteram o
funcionamento das proteinas envolvidas na homeostase do ferro (BURKE et al.,
2001; HEENEY & FINBERG, 2014; CANAVESI et al., 2012). Além disso, a anemia &
uma das complicagdes da malaria (NAING et al., 2014).

A inflamacgao, com consequente liberacédo de citocinas pode levar a chamada
“anemia por inflamacgao”, que resulta na superexpressdo da hepcidina ocasionando
hipoferremia e reduzida disponibilidade de ferro para a eritropoiese (WEISS, 2009).
Estudos recentes demonstram que infecgdes por P. falciparum e P. vivax tendem a
aumentar os niveis de hepcidina (ATKINSON et al., 2015; Mendonga et al., 2015).
Contudo, ja foi demonstrado em modelo murino que altos niveis desse horménio

podem evitar superinfecgdes por P. berghei (PORTUGAL et al., 2011).

1.4.1.2 Acumulo de ferro
A falha na producado de hepcidina € o mecanismo patogénico mais comum

que conduz ao acumulo de ferro em quase todos os casos de Hemocromatose
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Hereditaria (HH) (CAMASCHELLA, 2005). Mutagdes ou auséncia dos genes HFE,
HJV, HAMP e TFR2 causam HH tipos 1, 2A, 2B, e 3, respectivamente, levam a
reducido da expressao de hepcidina. A hemocromatose tipo 1 € considerada a mais
frequente, e a grande maioria dos casos esta associada com os seguintes
polimorfismos no gene HFE: 845 Guanina> Adenina, caracterizado pela substituigao
de uma cisteina por um aspartato na posigcao 282 (C282Y) e 187 Citosina> Guanina
caracterizado pela substituicdo de uma histidina por um aspartato na posicédo 63
(H63D) (BEUTLER et al.,, 1996). As frequéncias desses polimorfismos na regiao
norte do Brasil sdo de 0,3% para o polimorfismo C282Y e 7% para o H63D
(TORRES et. al. 2008).

Além disso, mutagdes no gene da Ferroportina (FPN), que causam HH tipo
4B, impedem a degradacdo da FPN mediada pela hepcidina (JANSSEN et al.,
2009). Os polimorfismos C326Y/S em FPN resultam no acumulo de ferro nos
hepatdcitos, sendo que a substituigdo C326S causa a forma mais grave da doenga
(KASVOSVE, 2013). Isso ocorre devido ao total bloqueio da ligagdo da hepcidina a
ferroportina, resultando na absorgédo de ferro pelos enterdcitos e na sobrecarga de
ferro sistémica (SHAM et al., 2009).

1.5 Biomarcadores e a malaria

Polimorfismos genéticos podem ser utilizados como biomarcadores, uma vez
que esses biomarcadores sao definidos como quaisquer alteragdes mensuraveis em
amostras bioldgicas, sendo elas moleculares, bioquimicas ou celulares (NAYLOR,
2003) utilizadas para identificagao de algum fendtipo de interesse.

Em regides endémicas onde a malaria assintomatica & frequente, técnicas
que utilizem biomarcadores, combinados com estratégias de tratamento adequadas
podem auxiliar significativamente na eliminagcdo de reservatorios humanos do
parasito que frequentemente contribuem para a persisténcia da transmissdo de
malaria (ZOGHI et al., 2012)

PfLDH (P. falciparum lactate dehydrogenase) e HRPs (Histidine-rich proteins)
por exemplo, sdo biomarcadores utilizados no diagnostico dessa doenca
(MATHEMA & BANGCHANG, 2015). Com relacdo a malaria cerebral, os niveis
plasmaticos das proteinas angiopoietina (ANG-1 and ANG-2) podem ser utilizados
para prognostico dessa complicagdo da malaria (JAIN et al., 2011; LOVEGROVE et

al.,, 2009). Contudo, nao existem trabalhos disponiveis que descrevam algum
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biomarcador de pré-disposicdo para recaida e anemia em pacientes infectados por
P. vivax.

Tendo em vista o numero reduzido de trabalhos abordando a relagdo da
homeostase do ferro com o desenvolvimento de malaria e anemia causada por P.
vivax e considerando que nao existem biomarcadores de pré-disposicido para
recaida e anemia em malaria, a hipotese a ser investigada neste trabalho € que as
moléculas envolvidas na homeostase do ferro podem ser utilizadas como
biomarcadores de recaida e/ou de anemia através da analise de polimorfismos em

genes reguladores dessa via.

2 JUSTIFICATIVA

A maléaria causada por P. vivax € de extrema importdncia para a saude
publica mundial, com grande numero de casos, ampla distribuicdo geografica e

possibilidade de agravamento da doenga podendo levar o paciente a obito.

Estudos com esse parasito s&o dificultados uma vez que eles infectam
preferencialmente reticulécitos no sangue periférico, e que essas células
amadurecem rapidamente em eritrocitos, limitando assim o desenvolvimento de
cultura in vitro e, consequentemente, a pesquisa com P. vivax. Além disso, o fato de
a transmissao para o vetor ser altamente eficiente, devido ao aparecimento de
gametdcitos precocemente no sangue e dos mecanismos relacionados a dorméncia
e ativacdo dos hipnozoitos ainda serem desconhecidos, o controle da malaria

causada por esse parasito ainda € um grande desafio.

Ja se sabe que o metabolismo de diversos organismos, incluindo P. vivax
esta associado a disponibilidade de ferro. Exemplo disso € que tanto in vitro quanto
in vivo, niveis elevados de ferro favorecem o desenvolvimento do Plasmodium e a
deficiéncia dessa molécula inibe o seu crescimento (GOMA et al., 1995; LOYEVSKY
et al., 1999; SCHEIBEL & ADLER, 1982). Além disso, a anemia, uma das principais
complicagdes da malaria, pode ser relacionada com alteragcées no funcionamento de
proteinas envolvidas na homeostase do ferro. O acumulo de ferro no organismo
pode ocorrer por diversos motivos. Um deles é a Hemocromatose Hereditaria,
causada principalmente por polimorfismos no gene HFE, que podem indicar uma

pré-disposicao a reter maiores quantidades desse elemento de maneira sistémica.
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Falhas na regulacao da ferroportina (FPN) pela hepcidina também podem resultar no
acumulo de ferro nos hepatécitos de individuos portadores de polimorfismos nesse

gene.

Tendo em vista que o metabolismo do P. vivax esta associado a
disponibilidade de ferro e que os genes a serem estudados (HFE e FPN) estédo
relacionados com a regulagao e homeostase do ferro levando a sobrecarga desse
composto no hospedeiro, a hipotese a ser investigada € que polimorfismos nas
moléculas envolvidas na homeostase do ferro podem ser utilizados como

biomarcadores de recaida e/ou de anemia.

Nesse contexto, é de grande relevancia a identificagdo da existéncia de
relacdo entre os polimorfismos nos genes reguladores da homeostase do ferro e o
desenvolvimento de recaida e/ou da anemia em individuos infectados por P. vivax
para que se possa ter um marcador de pré-disposigdo para essas possiveis
consequéncias da malaria. Assim, sera possivel obter um planejamento terapéutico
mais adequado, resultando em um melhor progndstico para o paciente e ainda
contribuir para elucidagdo dos mecanismos responsaveis pela ativagcdo dos
hipnozoitos que possam auxiliar em novas estratégias para programas de
eliminagdo da malaria, como no monitoramento de individuos que possuam
predisposicdo ao acumulo de ferro, e também resisténcia ao tratamento,

principalmente nas areas endémicas.
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3 OBJETIVO
3.1 Objetivo geral

Estudar polimorfismos em genes codificadores de moléculas envolvidas na
homeostase do ferro e sua associagdo com episddios de recaida e ocorréncia de

anemia durante a infecgdo malarica por Plasmodium vivax.

3.2 Objetivos Especificos

e Analisar os polimorfismos C282Y e H63D no gene HFE e C326S/Y no gene
FPN.

e Correlacionar a presenga desses polimorfismos nos genes envolvidos na
homeostase do ferro com a ocorréncia de episodios de recaida por P. vivax.

e Correlacionar a presenca de polimorfismos nos genes envolvidos na
homeostase do ferro com a ocorréncia de anemia em pacientes infectados

por P. vivax.
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4 METODOLOGIA

4.1 Pacientes e Obtencao de amostras

Foram utilizadas amostras de DNA de pacientes clinicamente acompanhados
no Hospital Universitario Julio Muller/MT em Cuiaba/MT, apds o consentimento por
escrito dos voluntarios selecionados. As amostras foram obtidas no periodo de 2001
a 2012 e encontravam-se criopreservadas nos bancos de DNA do Laboratério de
Malaria do Centro de Pesquisa René Rachou/FIOCRUZ-MG. O diagnédstico da
malaria foi realizado no Hospital Julio Muller através de gota espessa corada por
Giemsa. Foram selecionadas para este trabalho apenas amostras diagnosticadas
com infeccdo apenas pelo Plasmodium vivax, excluindo infeccbes pelo P.

falciparum.

Esses pacientes foram divididos em dois grupos: anemia e recaida. Para
estudar os aspectos relacionados a anemia foram utilizados os seguintes critérios de
inclusdo: (I) infeccdo por P. vivax; (ll) idade igual ou superior a 14 anos; (lll)
auséncia de gravidez. Além disso, os pacientes foram divididos em grupos de: a)
anémicos (n=27) definidos pelo indice de hemoglobina menor que 12g/dL para
mulheres e menor que 13g/dL para homens; e b) ndo anémicos (n=47) com indice
de hemoglobina maior ou igual que 12g/dL para mulheres e maior ou igual que
13g/dL para homens, sendo os exames de hemograma realizados de forma

automatizada (Horiba).

Com relagado ao estudo de recaida, foram considerados pacientes que: (l)
apresentaram infeccdo por P. vivax e foram tratados por 3 dias com Cloroquina a
25mg/kg e 7 dias de tratamento com Primaquina a 30mg (1) apresentaram episédios
de recaida mais de 28 dias apds a primeira infecgao e o inicio do tratamento, além
disso (lIl) os paciente deveriam confirmar que nao estiveram em area endémica para
malaria desde o inicio do tratamento até o momento da ocorréncia do episddio de
recaida. Atendendo a esses critérios, foram estudados 35 individuos, subdividos em

dois grupos: uma recaida (n=26) e multiplas recaidas (n=9).
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4.2 Amplificacdo dos alvos através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A técnica de PCR foi utilizada para a amplificagdo de regides de interesse dos
genes estudados, a partir de molde de DNA fita dupla. A amplificacdo da regido que
continha os polimorfismos C282Y e H63D na enzima HFE foi realizada de acordo
com Lynas (1997) com modificagdes. Os volumes finais foram de 25 pL,
compreendendo 1uL DNA, 1x Taq Buffer, 0,25 uM de cada primer (Tabela 1), 200
MM dNTPmix (0,125 mM de cada dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0,8 uM MgCl, e 1U
Taq DNA polimerase (Invitrogen, California, USA).

As reagdes para o alvo FPN 326 (977 G>C/A) também foram preparadas com
volume final de 25 pL com 1 pL DNA, 1x Taq Buffer, 0,25 yM de cada primer, 200
MM dNTPmix (0,125 mM de cada dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 3,2 uM MgCl, e 1U
Taq DNA polimerase (Invitrogen, California, USA).

As reagdes ocorreram no termociclador Veriti® 96 Well Fast Thermal Cycler
(Applied Biosystems, Carlsbad, CA), segundo as condi¢gbes descritas na Tabela 1.
Os produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose 2%, corado com

brometo de etideo.



Tabela 1: Sequéncia dos iniciadores, condigbes de ciclagem e tamanho do amplicon gerado pela PCR.
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Alvo Sequéncia Foward Sequéncia Reverse

Ciclagem

Tamanho do
amplicon

HFE C282Y 5-TGGCAAGGGTAAACAGATCC-3' 5-CTCAGGCACTCCTCTCAACC-3

HFE H63D  5-ACATGGTTAAGGCCTGTTGC-3' 5-GCCACATCTGGCTTGAAATT-3'

FPN

C326S/Y 5'-TCCGTACCTTCCGAGATGGA-3 5-CGATTCTAGCAGCAATGACGC-3’

95°C por 3min, 32 ciclos
de 45s a 95°C, 64°C por
30s e 72°C por 1 min,
seqguido de extensao
final de 72°C por 5min

95°C por 3min, 32 ciclos
de 45s a 95°C, 62°C por
30s e 72°C por 1 min,
seguido de extenséo final
de 72°C por 5min

95°C por 3min, 32 ciclos
de 45s a 95°C, 60°C por
30s e 72°C por 1 min,
seguido de extensao final
de 72°C por 5min

390 pb

208 pb

528 pb
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4.3 Genotipagem dos polimorfismos HFE C282Y e HFE H63D através de —
Polimorfismos por restricdo de fragmentos em produtos da Reacdo em
Cadeia da Polimerase - PCR-RFLP

Os produtos de PCR das amostras amplificadas para os alvos HFE C282Y e
HFE H63D foram digeridos com enzimas de restricdo especificas, como detalhado
na Tabela 2. Os produtos gerados durante a digestao foram visualizados em gel de

poliacrilamida 12% e corados com nitrato de prata.

Tabela 2: Condi¢bes para reagéo de digestdo da PCR-RFLP

HFE C282Y Rsa l

Fragmentos
Alvo Enzima Reagentes Ciclagem gerados
Enzima: 10 U N&o mutado:
2 horas por 37°C 250pb e 140pb

Buffer: 3,2 pl

Temp. de inativagao: ~Mutado: 250pb,

Prod. PCR: 15 pl 65°C por 20min. 111pb e 29pb
H,0: 0,8 ul
Enzima: 0,45 U N&o mutado: 138
pb e 70pb
Buffer: 0,96 ul
HFE H63D Bel | 2 horas por 50°C Mutado: 208pb

Prod. PCR: 15 pl
H,0: 3,74 pl

4.4 Genotipagem do polimorfismo C326Y/S no gene da Ferroportina por

sequenciamento
4.4.1 Purificagdo dos produtos de PCR

Apos a confirmagdo da amplificagdo dos alvos por PCR através da
eletroforese em gel de agarose, foi realizada a purificagcdo desses produtos
utilizando o kit de purificagdo QIAquick® (QIAGEN, Netherlands).
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Para isso, foi adicionado Tampao PB1 5 vezes o volume da amostra. A
mistura foi homogeneizada, transferida para a coluna QIAquick acoplada em um
tubo coletor de 2 mL e centrifugada a 12.000 r.p.m. por 1 minuto. Apds, o
sobrenadante foi descartado e a coluna colocada novamente no tubo de coleta.
Para lavar, foi adicionado 750 uL de tampao PE na coluna e centrifugado a 12.000
r.p.m. por 1 minuto. O conteudo foi descartado e a coluna recolocada no tubo. Para
secar a coluna e eliminacdo de toda solugdo residuo, foi realizada nova
centrifugagdo sem nenhum reagente, por mais 1 minuto a 12.000 r.p.m. A coluna
foi colocada em um tubo de 1,5 mL e, para eluir o DNA, foram adicionados 15 L
de tampao EB no centro da coluna e centrifugado a 12.000 r.p.m. por 1 minuto.
Esta etapa foi realizada duas vezes (com um volume final de 30puL) a fim de se
obter o DNA mais concentrado. Apds esse procedimento de purificagdo, as
amostras foram novamente analisadas em gel de agarose 2% corado com brometo

de etidio.

4.4.2 Reacdo de Sequenciamento

Para a reacdo de sequenciamento foi utilizado o kit Big Dye® Terminator
v3.1 cycle sequencing (Applied Biosystems, Califérnia, USA). As reacgdes
apresentaram aproximadamente 10 ng de DNA, 3,3 uM do iniciador senso, 0,5 uL
de Big Dye® Terminator, 1,75 pL de tamp&o, completando com agua para um
volume final de 10 pL. As reagdes foram realizadas no termociclador Veriti®
(Applied Biosystems, Carlsbad, CA), sendo as condi¢cées da amplificagao: 96°C por
um minuto, 35 ciclos a 96°C por quinze segundos, 60°C por quinze segundos e

60°C por quatro minutos.

4.4.3 Precipitacdo das amostras

Para precipitacdo do DNA, em cada pog¢o da placa MicroAmp 96-well®
Reaction plate (Applied Biosystems, Califérnia, USA) foram adicionados 1 uL de
EDTA 125 mM, 1 uL de acetado de aménio 7,5 M e 50 uL de etanol absoluto P.A.
gelado. Em seguida, a placa foi selada e vortexada brevemente. Logo apds, a
placa foi incubada por 15 minutos a temperatura ambiente e centrifugada por 45
minutos a 3700 r.p.m. também em temperatura ambiente. A placa foi vertida e o
sobrenadante foi descartado. Em cada poc¢o foram adicionados 100 pyL de etanol

70% gelado. A placa foi centrifugada por 15 minutos a 3700 r.p.m. em temperatura
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ambiente e foi vertida de forma que o sobrenadante fosse descartado. Em seguida
a placa foi centrifugada em posicao invertida a 3700 rpm por dois minutos.
Finalmente, o DNA foi ressuspendido com formamida HI-DITM (Applied
Biosystems, Califérnia, USA). A placa foi novamente selada e vedada em papel
aluminio e analisada em sequenciador automatico 37300 ABI pela plataforma de
sequenciamento da FIOCRUZ-MG.

4.4.4 Analise do sequenciamento

Os dados brutos obtidos do sequenciador automatico ABI foram analisados
individualmente no Chromas Lite versao 2.1.1 e pela ferramenta Electropherogram
quality analysis (http://www.biomol.unb.br/phph/), onde € possivel verificar a
qualidade das sequéncias. Os alinhamentos das sequéncias e a obtencido da
sequéncia consenso foram realizados com o software de alinhamento multiplo
Clustalww (THOMPSON et al., 1994) e Contig Assembly Program (CAP) (HUANG,
1992), dentro do pacote de programas BioEdit Sequence Alignment Editor v.7.0.9
(HALL, 1999).

4.5 Analises estatisticas

Inicialmente foi verificada a normalidade dos dados das variaveis:
hemoglobina, hematdcrito, parasitemia, idade, numero de episédios de malaria e
dias de sintomatologia através dos testes D'Agostino's & Pearson's, Shapiro-Wilk e
Kolmogorov-Smirnov. Os dados que apresentaram distribuicdo normal nos trés
testes foram entao analisados pelo Teste t ndo pareado, enquanto que as variaveis
com distribuicdo ndo normal foram analisadas por um teste ndo parameétrico (Teste
de Mann Whitney). Para a comparagao das frequéncias genotipicas e alélicas dos
individuos estudados foi utilizado o Teste Exato de Fisher e para comparagao dos
géneros o teste Chi-Quadrado. Todas as analises foram realizadas considerando o

nivel de significancia de 5% através do software GraphPad Prism 5.



33

5 RESULTADOS

Os polimorfismos referentes ao acumulo de ferro no organismo foram
analisados em individuos infectados por P. vivax com e sem anemia e em
individuos que apresentaram recaidas por esse parasito, classificados de acordo

com os valores de referéncia de hemoglobina para cada género.
5.1 Caracterizacao do pacientes com anemia

Dois grupos foram definidos de acordo com os niveis de hemoglobina:
anémicos (menor que 12g/dL para mulheres e menor que 13g/dL para homens) e
nao anémicos (maior ou igual que 12g/dL para mulheres e maior ou igual que
13g/dL para homens). No grupo dos individuos anémicos, a mediana do nivel de
hemoglobina para as mulheres foi de 10,45 g/dL e para os homens 11,05 g/dL,
enquanto que no grupo dos individuos ndo anémicos a mediana observada para as
mulheres foi de 12,9 g/dL e para os homens 14,15 g/dL, sendo essa diferenca

estatisticamente significativa (Figura 6).
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Figu
ra 6: Valores de hemoglobina entre mulheres (M) e homens (H) dos grupos de individuos
anémicos e ndo anémicos. Mann Whitney test para mulheres P= 0,001 e para homens P<0,0001.

Com relagéo ao indice de hematdcrito, no grupo dos individuos anémicos a
mediana observada para as mulheres 30,80% e de 32,10% para os homens

enquanto que no grupo dos individuos ndo anémicos a mediana para as mulheres
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foi de 38% e para os homens 41,45% e a diferenga entre esses dois grupos

também foi estatisticamente significativa (Figura 7).
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Figura 7: Valores de hematdcrito entre mulheres (M) e homens (H) dos grupos de individuos
anémicos e ndo anémicos. Mann Whitney test para mulheres P=0,001 e para homens P<0,0001.

Algumas variaveis podem estar associadas direta ou indiretamente ao
desenvolvimento de anemia, tais como parasitemia, idade, numero de episodios
anteriores de malaria e dias de sintomatologia. Portanto, o proximo passo foi
comparar os grupos de individuos anémicos e ndo anémicos em relacdo a esses
fatores (Tabela 3). Entre essas variaveis foi observada diferenga estatisticamente
significativa para a idade e para os dias de sintomatologia, sendo que individuos
anémicos apresentam maior idade e mais dias de sintomas em comparagdo com
os individuos n&o anémicos.

Tabela 3: Comparagao dos valores médios de diferentes varidveis entre os grupos com ou sem
anemia infectados por P. vivax

Anémicos Nao Anémicos
Variaveis Mediana/ Média DP Mediana/ Média DP pP*
Parasitemia (parasitos/mm?) 1244 2231 1566 3510 0,72
Idade (anos) 43,27 3,14 34,77 1,6 0,01
Numero de episodios 3 4,49 3 8,604 0,32
Dias de Sintomatologia 10 10,32 3 7,647 <0,0001

*Teste de Mann Whitney, exceto para idade Teste t ndo pareado. DP — desvio padrao.
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5.1.1 Relacdo entre anemia e algumas dosagens bioquimicas

relacionadas ao metabolismo do ferro

As concentracdes de alguns elementos podem influenciar o estado anémico
dos individuos. Por isso, foram realizadas dosagens de ferro, ferritina e hepcidina
nos individuos anémicos e ndo anémicos (ARAUJO, 2014). Foi observada maior
concentragao de ferro no grupo dos individuos ndo anémicos, € maiores niveis de
hepcidina no grupo dos anémicos. Contudo, essas diferengas nado foram
estatisticamente significativas (Tabela 4).

Tabela 4: Comparagéo das dosagens de ferro, ferritina e hepcidina entre os grupos de individuos
anémicos e ndo anémicos.

Anémicos N&o anémicos
Variaveis n  Mediana DP N Mediana DP P
Ferro (ng/dL) 6 50,40 62,49 14 99,35 68,95 0,2459
Ferritna (ng/L) 6 350,4 179,3 14 346,3 286,9 0,7260
Hepcidina (ng/mL) 6 419,8 134,5 15 2934 1689 0,1729

Teste de Mann Whitney

5.2 Caracterizacdo dos pacientes com recaida e sua relacdo com

anemia

As amostras de individuos que tiveram recaida por P. vivax foram divididas
em dois grupos: individuos com uma recaida (n=26) e individuos com multiplas
recaidas (n=9), sendo no minimo 2 e no maximo 4 recaidas. Inicialmente, esses
grupos foram comparados considerando diferentes variaveis: parasitemia, idade,
numero de episdédios anteriores de malaria e os dias de sintomatologia em fungéo
da quantidade de recaida apresentada pelos individuos estudados. Nao foi
observada diferenga significativa entre os grupos (uma e multiplas recaidas) para

nenhuma das variaveis analisadas (Tabela 5).
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Tabela 5: Comparagéo dos valores médios de diferentes variaveis entre os grupos com nimero
variado de recaidas

Uma recaida Multiplas recaidas
Variaveis Mediana/ Média DP Mediana/ Média DP P*
Parasitemia (parasitos/mm?) 1594 4642 2876 2282 0,73
Idade (anos) 38,08 2,4 32,89 48 0,30
Numero de episodios prévios 4 9,9 3 3,5 0,50
Dias de Sintomatologia 4 6,0 3,5 3,0 0,56

*Teste de Mann Whitney, exceto para idade em que foi realizado o Teste t ndo pareado. DP —

desvio padrao.

Para os indices hematoldgicos, as analises foram realizadas considerando o
género do paciente, uma vez que os valores de referéncia sao diferentes entre
eles. A mediana do indice de hemoglobina entre as mulheres do grupo de uma
recaida foi de 11,8 g/dL e no grupo de multiplas recaidas foi de 12,0 g/dL. Ja para
os homens, a mediana do indice de hemoglobina do grupo de uma recaida foi de
14 g/dL e do grupo de multiplas recaidas foi de 13,10 g/dL. N&o houve diferenca

estatistica entre esses grupos (Figura 8).

20-
]
16- qEaEEy =
o — Ry t— Hg,m s .:
7 -
]
54
0 T T T T
M H M H
\ J
f ll f J
Uma recaida Multiplas recaidas

Figura 8: Valores de hemoglobina entre mulheres (M) e homens (H) dos grupos de uma e
multiplas recaidas. Teste de Mann Whitney comparando uma e multiplas recaidas em mulheres
P= 0,88 e em homens P=0,91.
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A mediana da concentragao de hematdcrito entre as mulheres do grupo com
uma recaida foi de 34% e do grupo de multiplas recaidas 35,80%. Entre os
homens, a mediana da concentragdo de hematdcrito no grupo de uma recaida foi
de 41,75% e no grupo de multiplas recaidas 38,05%. A diferengca entre esses

grupos nao foi estatisticamente significativa (Figura 9).
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Figura 9: Valores de hematdcrito entre mulheres (M) e homens (H) dos grupos de uma e

multiplas recaidas. Teste de Mann Whitney comparando uma e muliltiplas recaidas em mulheres
P=0,78 e em homens P=0,73.

5.2.1 Relacé&o entre recaidas e as dosagens bioquimicas

Além dos indices hematoldgicos, alguns elementos relacionados ao
metabolismo do ferro amostras foram dosados pelo nosso grupo de pesquisa
(ARAUJO, 2014). Os resultados dessas dosagens indicaram que principalmente as
concentragdes de ferro eram maiores para o grupo de multiplas recaidas, contudo

essa diferenga nao foi estatisticamente significativa entre os grupos (Tabela 6).
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Tabela 6: Comparagéo das dosagens de ferro, ferritina e hepcidina entre os grupos de uma e
multiplas recaidas.

Uma recaida Multiplas recaidas
Variaveis n  Mediana DP n Mediana DP p*
Ferro (ug/dL) 13 77,20 72,37 6 1232 53,73 0,23
Ferritina (ug/L) 14 305,6 307,1 6 3089 123,9 0,77
Hepcidina (ng/mL) 17 300,6 168,5 6 280,6 90,73 0,50

*Teste de Mann Whitney

5.3 Anadlises do polimorfismo H63D no gene codificador da

Hemocromatose

A reacdo de PCR-RFLP foi padronizada com sucesso de acordo com o
protocolo descrito por Torres e colaboradores (2008), apresentando modificagdes,
conforme especificado na metodologia. A figura 10 ilustra o perfil eletroforético do
polimorfismo HFE H63D, caracterizado pela substituicdo nucleotidica 187 C>G,

para amostras de 10 pacientes.

PM
5pb CC CC CC CG CC CC CG cCc cCc ccC

<— 208pb

<— 138pb

<— 70pb

Figura 10: Perfil eletroforético do polimorfismo HFE 187 C>G, para amostras de 10 individuos.
Gel de poliacrilamida 12% corado com nitrato de prata. PM= padrao de peso molecular.
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5.3.1 Relacéo entre o polimorfismo H63D e anemia

Com relagado aos genes estudados envolvidos com o metabolismo do ferro,
analises do polimorfismo HFE H63D no gene da Hemocromatose através da PCR-
RFLP demostraram que no grupo dos anémicos (n=26), vinte individuos (77%)
apresentaram o gendétipo homozigoto ndo mutado (C/C) e 6 (23%) apresentaram o
gendtipo heterozigoto (C/G), enquanto que no grupo dos ndo anémicos (n=45),
trinta e quatro individuos (75%) foram homozigotos ndo mutados (C/C), 10 (22%)
heterozigotos (C/G) e 1 (2%) homozigoto mutado (G/G). N&o houve diferenca

estatisticamente significativa entre esses grupos (Figura 11).
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Figura 11: Frequéncia do polimorfismo HFE H63D entre individuos anémicos e ndo anémicos.
Teste exato de Fisher P=1,00.

Em relacdo as frequéncias alélicas, o alelo mutado G foi observado em
frequéncia de 11% no grupo de individuos anémicos, enquanto que no grupo de

individuos ndo anémicos essa frequéncia foi de 13% (P=0,79) (Figura 12).
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Figura 12: Frequéncia alélica para o polimorfismo HFE H63D entre individuos anémicos e néao

anémicos. Teste exato de Fisher P=0,79.

Como a Hemocromatose ocorre principalmente em homens, foi realizada a
analise dos polimorfismos encontrados em funcdo do género dos paciente
estudados. Entre os individuos que apresentavam anemia, 4 (66,7%) eram homens
e 2 (33,3%) eram mulheres entre os heterozigotos para a mutagdo HFE H63D. Ja
no grupo dos individuos ndo anémicos, os heterozigotos sédo representados por 9
homens (90%) e 1 mulher (10%). O unico individuo homozigoto mutado para esse
polimorfismo € do sexo masculino. Nao foi verificada diferenca estatisticamente

significativa entre esses grupos.

5.3.2 Polimorfismo H63D- Recaida

Entre todas as amostras analisadas no grupo de uma recaida (n=26), vinte e
cinco individuos (96%) apresentaram genétipo homozigoto ndo mutado (C/C) e 1
individuo (4%) apresentou genotipo heterozigoto (C/G). No grupo de multiplas
recaidas (n=9), 6 individuos (67%) eram homozigoto n&o mutado e 3 individuos
(33%) eram heterozigotos, sendo essa diferenca estatisticamente significativa
(P=0,04) (Figura 13).
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Figura 13: Frequéncia do polimorfismo HFE H63D entre individuos com uma e multiplas
recaidas. Teste exato de Fisher P=0,04.

Em relagdo as frequéncias alélicas, a frequéncia do alelo mutado G foi
significativamente maior no grupo de individuos com multiplas recaidas (17%) em

comparagao com o grupo de uma recaida (2%) (Figura 14).
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Figura 14: Frequéncia alélica para o polimorfismo HFE H63D entre individuos com uma e com
multiplas recaidas. Alelo mutado G e alelo ndo mutado C. Teste exato de Fisher P=0,04.

Com relagdo ao género, entre os individuos heterozigotos, 2 s&o homens
(50%) e 2 sao mulheres (50%).

Apds a genotipagem para o HFE H63D em fungdo do numero de recaidas,
foram realizadas novas analises para os indices de hemoglobina e hematdcrito em

funcao da genotipagem, a fim de se verificar se havia diferengas entre homozigotos
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nao mutados e heterozigotos. Os valores de hemoglobina e hematdcrito néo
apresentaram diferencga significativa entre os individuos homozigotos ndo mutados

e heterozigotos, tanto para os homens quanto para as mulheres (Tabela 7).

Tabela 7: Comparagéo dos valores de hemoglobina e hematdcrito entre homens e mulheres
homozigotos ndo mutados e heterozigotos para o polimorfismo HFE H63D.

Homozigoto normal Heterozigoto
Variaveis Mediana/ Média DP Mediana/ Média DP p*
Hemoglobina/mulheres (g/dL) 11,9 0,6 10,70 1,838 0,51
Hemoglobina/ homens (g/dL) 13,20 1,99 13,80 1,414 0,77
Hematocrito/ mulheres (%) 34,50 2,20 31,90 5515 0,56
Hematocrito/ homens (%) 40,35 6,06 39,60 4,101 0,97

*Teste de Mann Whitney.

5.4 Analises do polimorfismo C282Y no gene codificador da

Hemocromatose

A reacdao de PCR-RFLP para o polimorfismo HFE C282Y também foi
padronizada com sucesso de acordo com o protocolo descrito por Torres e
colaboradores (2008) com modificagdes. A figura 15 ilustra o perfil eletroforético do
polimorfismo caracterizado pela substituicdo nucleotidica 845 G>A para amostras

de 4 pacientes.
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Figura 15: Perfil eletroforético do polimorfismo HFE 845 G>A para amostras de 4 individuos.
O individuo 1 possui gendétipo heterozigoto GA (ndo é possivel visualizar a banda de 29 pb). Os
individuos 2, 3 e 4 possuem genotipo homozigoto normal GG. Gel de poliacrilamida 12% corado
com nitrato de prata. PM= padr&o de peso molecular.

As andlises desse polimorfismo demonstraram que no grupo dos anémicos
(n=20), dezenove individuos (95%) apresentaram gendétipo homozigoto ndo mutado
(G/G) e 1 individuo (5%) heterozigoto (G/A), enquanto que no grupo dos nao
anémicos todos os individuos genotipados (n=17) foram homozigotos ndo mutados

(G/G). Nao houve diferencga estatistica entre esses grupos (Figura 16).
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Figura 16: Frequéncia do polimorfismo HFE C282Y entre individuos anémicos e ndo anémicos.
Teste exato de Fisher P=1,00.

A frequéncia alélica do polimorfismo HFE C282Y nos individuos anémicos foi
de 95% para o alelo normal G e 5% para o alelo mutado A, enquanto que nos nao

anémicos a frequéncia do alelo G foi de100% (Figura 17).
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Figura 17: Frequéncia alélica para o polimorfismo HFE C282Y entre individuos anémicos e

nao anémicos. Teste exato de Fisher P=0,49.

Com relagdo a distribuicdo de género em fungdo da genotipagem do
polimorfismo HFE C282Y nos individuos anémicos, o unico individuo heterozigoto

era do sexo masculino.

5.5 Analises dos polimorfismos C326Y/S no gene codificador da

Ferroportina

A PCR para o polimorfismo C326Y/S no gene da ferroportina foi padronizada

com sucesso, como observado na Figura 18.
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Figura 18: Gel da PCR para o alvo FPN C326Y/S para 12 pacientes. PM: Padrao de peso
molecular 100pb.

5.5.1 Relagéo entre o polimorfismo FPN C326Y/S e as recaidas

Amostras de treze pacientes que apresentaram recaida foram genotipados
para esse alvo, contudo nenhum dos individuos analisados apresentou as
substituigdes C326Y/S (Figura 19).
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Figura 19: Alinhamento do sequenciamento para os polimorfismos C326Y/S de 12 pacientes.
Regido do polimorfismo destacada pelo contorno amarelo e o nucleotideo referente ao polimorfismo

(G) indicado pela seta.

5.5.2 Relagédo do polimorfismo FPN C326Y/S e anemia

Dos quarenta e um individuos analisados nos grupos de anémicos € néo

anémicos, nenhum apresentou os polimorfismos C326Y/S.
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6 DISCUSSAO

A malaria causada pelo P. vivax ainda é considerada uma das mais
importantes causas de morbidade e mortalidade nas regides tropicais do mundo,
apesar de grandes esforgos da Organizagao Mundial da Saude com programas de
eliminacdo. Um dos grandes desafios para a eliminacdo dessa doenga é a
existéncia de formas dormentes do parasito no figado que séo responsaveis pelas
recaidas, uma vez que os mecanismos de dorméncia e ativagcao dos hipnozoitos
ainda sao desconhecidos (WELLS et al., 2010).

O ferro € um micronutriente essencial tanto para o hospedeiro vertebrado
quanto para o agente patogénico, pois ambos requerem esse metal como um
cofator ou como grupo prostético para enzimas que estdo envolvidos em varias
fungbes celulares basicas e vias metabdlicas (SCHAIBLE & KAUFMANN, 2004;
SPOTTISWOODE et al., 2014).

Estudos que relacionam o metabolismo do ferro com a malaria tém se
intensificado. Ja foi demonstrado in vitro que a desferrioxamina, um quelante do
ferro, inibe o crescimento de P. falciparum nas hemacias (SCHEIBEL &
ADLER, 1982) e também que a remocéao de ferro disponivel causa um bloqueio no
ciclo esquizogdnico (RAVENTOS-SUAREZ et al., 1982). Em camundongos, niveis
elevados de ferro favorecem o desenvolvimento do P. yoelii, e a suplementacao de
ferro em culturas de hepatdcitos aumenta o numero de parasitos in vitro (GOMA et
al., 1996). Por outro lado, a deficiéncia de ferro pode reduzir o crescimento do
parasito, tanto em animais experimentais (P. yoell) como em hepatdcitos em
cultura (P. falciparum) (GOMA et al., 1995; LOYEVSKY et al., 1999).

O ferro € também um elemento essencial para a producdo de células
sanguineas e para o transporte de oxigénio no sangue realizado através da
hemoglobina. A distribuicdo desse metal no corpo humano esta representada por
1800 mg em RBCs circulantes, 1000 mg no figado, 300 mg na medula 6ssea, 600
mg em macrofagos esplénicos e 300 mg nos musculos (WINTER et al., 2014).

Sendo assim, a hemoglobina representa 45% do ferro no corpo e o figado 25%.
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No presente trabalho, a hipétese investigada foi que as moléculas envolvidas
na homeostase do ferro poderiam ser utilizadas como biomarcadores de recaida
e/ou de anemia através da analise de polimorfismos em genes reguladores dessa
via. Sendo assim, o estudo foi dividido de acordo com os dois grandes grupos: (1)
individuos com numero variado de recaida e (2) individuos com e sem anemia

infectados por P. vivax.

No grupo de recaida nado foram observadas diferengas na parasitemia,
idade, numero de episodios anteriores de malaria e os dias de sintomatologia em
relacdo aos niveis de hemoglobina. Isso sugere que tais variaveis néao
influenciaram de forma significativa no numero de recaidas que os individuos
estudados apresentaram. Os individuos pertencentes a esses grupos foram entao
analisados quanto a presenca de polimorfismos em duas moléculas envolvidas na
homeostase do ferro, a hemocromatose (HFE) e ferroportina (FPN), com o objetivo
de se identificar um biomarcador de recaida na infeccdo por P. vivax.
Polimorfismos no gene HFE (Hemocromatose) sao responsaveis por maiores
concentragcdes de ferro no organismo, sendo que o H63D é considerado o mais
comum, enquanto que o C282Y é responsavel pelas formas mais graves da
Hemocromatose, podendo acarretar em cirrose, diabetes, insuficiéncia cardiaca e
arritmias, artrite, carcinoma hepatocelular, e expectativa de vida reduzida
(EDWARDS et al. 1980). Para a maioria das amostras deste estudo nao foi
possivel realizar a genotipagem do polimorfismo HFE C282Y, devido a quantidade
restrita de DNA disponivel. Para o polimorfismo HFE H63D foi encontrada uma
frequéncia significativamente maior do alelo mutado 187C>G no grupo de

individuos que tiveram multiplas recaidas.

Existem até o momento dois trabalhos que associam a malaria com
polimorfismos no gene HFE. Em um deles, Torres e colaboradores (2008)
estudaram as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos HFE C282Y e
H63D em 400 pacientes com malaria e 0 mesmo numero de doadores de sangue
da regido da Amazoénia brasileira. Nessa regido, as frequéncias dos alelos mutados
845 G>A e 187C>G dos polimorfismos C282Y e H63D, respectivamente, foram de
0,3% e 7%. Nos pacientes com malaria e portadores do alelo mutado, nao foi
encontrada associagao entre polimorfismos do gene HFE e os sinais clinicos da

malaria. Dessa forma, os autores sugerem que esta doencga pode coexistir com as



48

alteragdes nos niveis de ferro causados pela presenga de polimorfismos do gene
HFE. Contudo, seriam necessarios estudos com um maior nimero de individuos

para confirmar esses achados.

O outro trabalho referente a malaria e o HFE € um estudo recente de malaria
cerebral experimental (ECM) em que foram analisadas as alteragcbes em
camundongos infectados por P. berghei, causadas pela restricdo de ferro na dieta
ou pela sobrecarga de ferro devido ao polimorfismo HFE H67D, correspondente ao
H63D em humanos. Os resultados demonstraram que camundongos homozigotos
para o polimorfismo H67D e que receberam ragao enriquecida com ferro eram mais
resistentes aos efeitos da ECM, ao contrario do esperado, uma vez que o ferro

contribui para o desenvolvimento do parasito (LEITNER et al., 2015).

Com relagao ao estudo desse polimorfismo HFE H63D no presente trabalho,
entre as trinta e cinco amostras genotipadas no grupo de recaidas o polimorfismo
H63D foi detectado apenas em heterozigose. No grupo de anemia, para esse
mesmo polimorfismo, das setenta e uma amostras genotipadas, treze se
apresentaram em heterozigose e apenas um individuo ndo anémico apresentou
genodtipo homozigoto mutado. Apesar de a Hemocromatose Hereditaria ser
considerada um disturbio com heranga autossémica recessiva (SMITH et al.,
1997), ja foi descrito que individuos heterozigotos, assim como os homozigotos
para a mutagao H63D apresentaram concentragdes séricas de ferro e saturacoes
de transferrina significativamente maiores em comparagdao com individuos sem
essa mutacdo no gene HFE (BURT et al., 1998; BEUTLER et al., 2000). Além
disso, foi relatado também um aumento da concentragdo de ferro no figado de
individuos heterozigotos tanto para HFE H63D quanto pra HFE 282 (EDWARDS et
al., 2000).

No que se refere as dosagens bioquimicas realizadas, os individuos do
grupo de multiplas recaidas apresentaram maiores indices de ferro quando
comparados com o grupo de uma recaida. Entretanto essa diferengca ndo foi
estatisticamente significativa, possivelmente devido ao pequeno numero de
amostras analisadas. Para dar suporte aos achados de maior frequéncia de

heterozigotos para o polimorfismo H63D no grupo de multiplas recaidas é
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importante a realizagdo de dosagens bioquimicas dos elementos citados

anteriormente em um maior numero de pacientes.

Além disso, nado foi encontrada associagdo dos valores de hemoglobina e
hematdcrito quando foram comparados individuos homozigotos normais com os
heterozigotos para o polimorfismo HFE H63D no grupo de recaida. Uma possivel
explicagdo para isso seria que a expressao fenotipica dos heterozigotos para o
polimorfismo HFE H63D pode estar associada a fatores de risco adicionais, tais
como etnia caucasiana, historico familiar da presenca do polimorfismo, uso de
suplementos dietéticos (OLYNYK et al., 1999) e a dieta alimentar (LEITNER et al.,

2015), os quais nao foram investigados nesse trabalho.

Além dos fatores de riscos citados anteriormente, € sabido também que as
manifestacdes clinicas da Hemocromatose ocorrem principalmente nos homens
(JACKSON et al., 2001). Apesar disso, ndo foi encontrada relacdo entre os
polimorfismos estudados no gene HFE e o género dos individuos analisados tanto

no grupo de recaida quanto no grupo de anemia.

Em resumo, nossos resultados evidenciam que o polimorfismo HFE H63D
pode ser o responsavel pelo acumulo de ferro nos individuos com multiplas

recaidas, o que poderia resultar na ativagao dos hipnozoitos no figado.

A anemia é considerada um dos principais sintomas da malaria, sendo
caracterizada por menores concentragbes de ferro e baixos indices de
hemoglobina e hematdcrito. Nesse trabalho, individuos infectados por P. vivax
foram divididos em dois grupos caracterizados pela presenga e/ou auséncia de
anemia. Esses grupos foram bem definidos, apresentando diferengas significativas
para os indices de hemoglobina e hematdcrito. Os grupos também foram
comparados quanto a parasitemia, numero de episodios anteriores de malaria,
idade e dias de sintomatologia, e apenas os dois ultimos mostraram-se diferentes
estatisticamente, com mais dias de sintomatologia e maior idade em individuos
anémicos quando comparados com os nao anémicos. O fato de os pacientes com
anemia terem demorado mais dias para procurar um servico de saude pode ter
contribuido para o quadro anémico, uma vez que, se nao tratada precocemente, a
doencga pode progredir para as formas mais graves (TRAMPUZ et al., 2003). Com

relagdo a idade, os trabalhos que abordam esse tema demonstram que o risco de
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desenvolver anemia durante a infeccdo malarica diminui com o aumento da idade
(REYBURN et. al., 2005; OWUSU-AGYEI et. al., 2002). No entanto esses estudos
sdo realizados em criangas residentes de areas endémicas. Ja o presente trabalho
analisou apenas individuos maiores de quatorze anos e que nao residem em areas
endémicas para malaria, e que por esse motivo podem nao apresentar imunidade
para essa doenca. No que se refere as dosagens bioquimicas, o grupo dos
anémicos apresentou menor concentracdo de ferro e maior indice de hepcidina,
resultado também observado por outros autores (CASALS-PASCUAL et al., 2002;
MOUSAVI et al., 2015). Como a diferenga observada nao foi estatisticamente
significativa, esses resultados precisam ser confirmados com um maior niumero de

amostras.

Como os polimorfismos estudados estdo relacionados com o acumulo de
ferro no organismo, eles também foram analisados no grupo de anemia. Com
relacdo a genotipagem dos polimorfismos no gene HFE do grupo de anemia, n&o
foi observada diferenga significativa entre individuos anémicos e ndo anémicos
tanto para o polimorfismo HFE H63D quanto para o HFE C282Y. Isso sugere que
esses polimorfismos podem n&o influenciar no indice de hemoglobina e
hematdcrito dos individuos estudados, ou ainda que outros fatores que podem
estar associados ao desenvolvimento de anemia na infecgdo por P. vivax, ao nao
serem considerados nas nossas analises podem ter interferido nos resultados
apresentados. Portanto, € importante que esse estudo seja ampliado para
considerar um numero maior de pacientes e que contemple a analise de fatores

adicionais associados a anemia.

Nos individuos analisados nesse trabalho, tanto do grupo de anemia quanto
do grupo de recaida, ndo foram encontrados o polimorfismo C326Y/S no gene da
ferroportina. Nao foi possivel realizar o sequenciamento de todas as amostras,
provavelmente devido a baixa qualidade das mesmas, que foram coletadas ha
muito tempo e estdo estocadas no banco de DNA do Laboratério de Malaria. O
numero reduzido de amostras analisadas, associada a baixa frequéncia desses
polimorfismos (<1/100 ou <1/300) (MAYR et al., 2010) podem ter influenciado
nesse resultado. A ferroportina é a unica proteina identificada até o momento com
funcdo de exportagéo de ferro em mamiferos (MCKIE et al., 2000). A ligagao da

ferroportina a hepcidina - principal horménio responsavel pela homeostase do ferro
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- faz com que o ferro seja internalizado e degradado, e falhas nesse mecanismo
podem levar a diminui¢ao ou ao acumulo de ferro no organismo (DOMENICO et al.
2011).

A relagao entre malaria, anemia e o ferro é bastante complexa: o baixo nivel
de ferro pode proteger contra a infecgado por malaria, mas a infec¢do malarica por
sua vez, esta associada com a anemia, a nivel individual e populacional. Nos
ultimos anos, alguns pesquisadores estdo tentando entender essa relagédo. Um dos
principais estudos randomizados em larga escala foi realizado na ilha de Pemba,
Tanzania, que constatou que a suplementacao de ferro em criangas esta associada

com um aumento da mortalidade relacionada a malaria (SAZAWAL et al., 2006).

No Kenya foi realizado um estudo de coorte com criancas entre 8 meses e 8
anos e foi verificado menor incidéncia de malaria clinica em criancas com
deficiéncia de ferro (NYAKERIGA et al., 2004). Além disso, outro estudo recente e
de grande relevancia também no Kenya mostrou que a malaria assintomatica e
episodios de febre causados pela malaria aumentam significativamente os niveis
de hepcidina em uma populagao de criangas da regiao. Uma vez que a absorg¢ao
de ferro é prejudicada pela hepcidina, esses dados sugerem que a malaria
assintomatica e febril contribui para os altos indices de deficiéncia de ferro

observados em criancgas africanas (ATKINSON et al., 2015).

O Brasil possui um Programa Nacional de Suplementagdo de Ferro,
instituido pela Portaria n°® 730 de 13 de maio de 2005, que é uma das estratégias
da Politica Nacional de Alimentacao e Nutricdo para o combate da deficiéncia de
ferro (DAB, BRASIL 2012). Entretanto, ndo ha nenhum estudo que correlacione a
suplementagao de ferro no pais com a malaria. O Manual Operacional “Estratégia
de Fortificagdo da alimentagéo infantil com micronutrientes (vitaminas e minerais)
em pdé — NutriSUS” (2014) e o “Caderno de Orientagdes NutriSUS (2015)” ambos
disponibilizados pelo Ministério da Saude e pelo Ministério da Educagao ressaltam
a necessidade de acompanhamento individualizado pelas equipes de saude dos
casos de doencgas relacionadas ao acumulo de ferro, como doenga falciforme,
talassemia e Hemocromatose. Esse acompanhamento faz-se realmente necessario
uma vez que a Hemocromatose pode estar relacionada com multiplas recaidas da

malaria, e a suplementacéo de ferro agravaria ainda mais este quadro.
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Em areas em que a transmissdo da malaria € sazonal, como no Brasil,
Spottiswoode e colaboradores (2014) sugerem que a suplementacao de ferro
ocorra fora da temporada de ocorréncia de malaria, sendo essa uma estratégia
para reduzir a susceptibilidade a infeccdo. Contudo, quando se trata de recaidas, a
suplementagcdo de ferro em individuos que ja possuem a pré-disposicdo de
acumular esse metal no organismo e que possuam a forma latente do parasito no
figado, pode contribuir para novas recidivas da doencga, além de possibilitar a

manutencio da transmissao do P. vivax.

Dessa forma, programas de suplementagdo de ferro s&do de extrema
importancia, principalmente para o desenvolvimento infantil. No entanto, devem ser
realizados com cautela, uma vez que podem acarretar ou intensificar outros

problemas de saude publica, como a malaria.
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7 CONCLUSAO

— Nao foi constatada relagdo entre os polimorfismos HFE H63D e C282Y e o
nivel de hemoglobina e hematdcrito dos individuos anémicos e n&o
anémicos estudados;

— Nao foram detectados os polimorfismos C326Y e C326S no gene da
ferroportina através do sequenciamento de DNA tanto no grupo de recaida
quanto no grupo de anemia;

— Foi encontrada uma maior frequéncia do polimorfismo HFE H63D associado
ao acumulo de ferro no grupo com maior numero de recaidas, assim esse
polimorfismo pode ser considerado um biomarcador de predisposi¢cédo para
multiplas recaidas;

— Para corroborar esses achados, novos estudos envolvendo outros
polimorfismos e a associacdo deles com os niveis de ferro, ferritina e
hepcidina com um numero maior de amostras seriam interessantes,
incluindo individuos controle que n&o apresentaram recaidas.

— Esses resultados podem contribuir para o desenvolvimento de programas de
eliminagdo da malaria, como projetos de monitoramento em individuos que
possuam predisposicdo ao acumulo de ferro, principalmente nas areas

endémica para essa doenca.
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