MINISTERIO DA SAUDE
FUNDACAO OSWALDO CRUZ

CENTRO DE PESQUISAS RENE RACHOU

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

Influéncia de polimorfismos do receptor DARC (antigeno Duffy/receptor para quimiocinas)
e do HLA (antigeno leucocitario humano) classe II na resposta imune humoral a Duffy
binding protein do Plasmodium vivax

por

Flavia Alessandra de Souza Quadros

Belo Horizonte,
Marco/2014

Tese DDIP - CPqRR F. A. S. QUADROS 2014




MINISTERIO DA SAUDE
FUNDACAO OSWALDO CRUZ
CENTRO DE PESQUISAS RENE RACHOU

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

Influéncia de polimorfismos do receptor DARC (antigeno Duffy/receptor para quimiocinas) e do HLA
(antigeno leucocitario humano) classe Il na resposta imune humoral a Duffy binding protein do
Plasmodium vivax

por

Flavia Alessandra de Souza Quadros

Tese apresentada com vistas & obtencdo do Titulo
de Doutor em Ciéncias na area de concentragdo de
Doengas Infecciosas e Parasitarias

Orientagdo: Dra. Luzia Helena Carvalho

Co-orientagdo: Dra. Flora Satiko Kano

Belo Horizonte

Mar¢o/2014

II



Catalogagao-na-fonte

Rede de Bibliotecas da FIOCRUZ

Biblioteca do CPgRR

Segemar Oliveira Magalhaes CRB/6 1975

Qli
2014

Quadros, Flavia Alessandra de Souza.

Influéncia de polimorfismos do receptor DARC
(antigeno Duffy /receptor para quimiocinas) ¢ do HLA
(antigeno leucocitario humano) classe II na resposta imune
humoral a Duffy binding protein do Plasmodium vivax /

Flavia Alessandra de Souza Quadros. — Belo Horizonte,
2014.

XVIII, 87 f.:il.; 210 x 297mm.

Bibliografia: 93 — 105

Tese (doutorado) — Tese para obtencdo do titulo de
Doutor em Ciéncias pelo Programa de Pdés-Graduacdo em
Ciéncias da Satde do Centro de Pesquisas René Rachou.
Area de concentracdo: Doencas Infecciosas e Parasitérias.

1. Malaria Vivax/imunologia 2. Plasmodium vivax
/parasitologia 3. Antigenos HLA/imunologia 4. Sistema
do grupo sanguineo Duffy/analise 1. Titulo. II. Carvalho,
Luzia Helena (Orientac¢io). II1. Kano, Flora Satiko (Co-

orientacao).

CDD —22.ed. —616.936 2

I1I



MINISTERIO DA SAUDE
FUNDACAO OSWALDO CRUZ
CENTRO DE PESQUISAS RENE RACHOU

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

Influéncia de polimorfismos do receptor DARC (antigeno Duffy /receptor para quimiocinas) e do
HLA (antigeno leucocitario humano) classe II na resposta imune humoral a Duffy binding protein do
Plasmodium vivax

por

Flavia Alessandra de Souza Quadros

Foi avaliada pela banca examinadora composta pelos seguintes membros:

Profa. Dra. Luzia Helena Carvalho (Presidente)
Profa. Dra. Soraya Torres Gaze Jangola

Profa. Dra. Maria Victoria Periago

Prof. Dr. Josué da Costa Lima Junior

Profa. Dra. Lilian Maria de Castilho

Suplente: Profa. Dra. Isabela Penna Ceravolo

Tese defendida e aprovada em: 10/03/2014.

1Y%



“Ainda que eu fale a lingua dos homens e
dos anjos, se ndo tiver amor, nada serei.”

I Corintios 13:2



Dedicatoria

Aos meus pais e irma pelo amor, apoio,
confianga e dedicacao.

Ao meu marido Danilo pelo carinho,
conforto, amor e paciéncia em todos os
momentos.

VI



Agradecimentos

Agradeco primeiramente a Deus pela coragem e serenidade para vencer os desafios e por nunca me
deixar esquecer que as coisas simples sdo as que realmente importam na vida.

Aos meus pais pelo amor, por sempre me incentivarem, me ensinando o caminho da honestidade e
persisténcia.

Ao meu marido Danilo pelo amor, carinho, companheirismo, amizade, apoio incondicional mesmo nos
momentos mais dificeis e valorizagdo sempre tdo intusiasmada do meu trabalho, dando-me coragem
para ultrapassar todas as barreiras.

A minha irma pela amizade e incentivo que sempre me estimulou a correr atras dos meus objetivos.

A Dra. Luzia Helena Carvalho pela orientagdo, dedica¢do e conhecimento transmitido ao longo desses
nove anos de convivéncia.

A Dra. Flora Satiko Kano pela ajuda, apoio e disponibilidade sempre.

A Jéssica Rafaela pelo apoio didrio e dedicagao no desenvolvimento do projeto.
Ao Geraldo, pela boa-vontade, disposi¢ao e ajuda diaria.

A Alice por todo o suporte prestado, carinho e boa-vontade sempre.

A todos os amigos do Laboratorio de maldria que tornaram meus dias mais felizes e cheios de alegria,
pelas trocas de experiéncia e bom convivio diario.

As amigas Daniela Camargos Costa e Leticia Menezes Torres pelo carinho e amizade.

A TIsabela Penna Ceravolo por toda a dedicagdao desde a minha iniciacao cientifica sempre disposta a me
ajudar e pela confianca depositada em mim.

Ao Dr. Cor Jesus Fontes pelo exemplo, ajuda e dedicacao.

A Dra. Ana Maria Sell pela colaboragao, dedicagdo e entusiasmo.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pelo suporte financeiro.
Ao Centro de Pesquisas René Rachou (FIOCRUZ) pelo apoio estrutural e financeiro.

A Biblioteca dop CPqRR em prover acesso gratuito local e remoto a informagao técnico-cientifica em
satde custeada com recursos publicos federais, integrante do rol de referéncias desta tese, também pela
catalogacdo e normaliza¢do da mesma.

VII



Este trabalho foi realizado no Laboratéorio de Malaria do Centro de Pesquisas René
Rachou/FIOCRUZ, sob a orientagdo da Dra. Luzia Helena de Carvalho ¢ Co-orientagdo da Dra.
Flora Satiko Kano, com suporte financeiro da Coordenagao de Aperfeigoamento de Pessoal de
Nivel Superior (CAPES), Fundagdo de Amparo a Pesquisa de Minas Gerais (FAPEMIQG),

Pronex Rede de Maléria e Centro de Pesquisas René Rachou.

VIII



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS .ttt ettt e b e et be e st e s bt e et esaeeeteesaneens XII
LISTA DE TABELAS . ...ttt et a e et e s ht e e bt e s st e e bt e sateeabeesaeeebeesaeean X1
LISTA DE ABREVIATURAS & SIMBOLOS.........coooimiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeee e X1V
RESUMOQ ...ttt et ettt et e s at e e bt e s et e e bt e eateeabeeesbeeabeesabeenbeeanbeeaseeenbeenseeenseennes XVIL
ABSTRACT ...ttt ettt ettt e e bt et e s at e et esbt e et e e sat e e bt esaeesneesateebeenane XVIII
1 INTRODUGAO ..ottt ettt ettt s e eee s eeeeees s e e eese s e e eeeeenses 19
LT IVTABATIA ..ottt ettt et et e b e et e bt sa bt bt e ht e e bt e eh bt et enare e 19
1.2 Ciclo biologico do PlasmOTiUm............c.cccoiiuiiiiiiiiiiiie et et eae s 20

1.2.1 Plasmodium e o processo de invasio dos eritrocitos.................c.occoeoveeiiciieiiiiecieciececeeeeeeeee e 22
1.3 Duffy Binding Protein de Plasmodium vivax (PVDBP)............ccccocueiuiiiiiieiececeeeeeeeeee e 24

1.3.1 Resposta imune naturalmente adquirida a PvDBP..................cccooiiiiniiiiee e 25

1.4 A influéncia do polimorfismo genético do hospedeiro vertebrado na resposta imune a

PVDBP......oo ettt ettt h et h e bttt h e bttt e h e bt et bt e bbb bt ettt ehe e b eaee 28
1.4.1 Antigeno do grupo sanguineo Duffy/receptor para quimiocinas (DARC).............ccccooviiiinnnee. 28
1.4.1.1 A influéncia do DARC na resposta imune @ PVDBP..........cccocciiiiiiiiiiiiiceeeeeee e 31
1.4.2 HLA (Antigeno Leucocitario HUmMAamo).............ccoocoiiiiiiiiiiiiiiiciecce e 32
1.4.2.1 HLA classe Il e a resposta imune a antigenos de Malaria............ccoceeverierieniniienieneneseeeeeenee 36
2 JUSTIFICATIVA .ottt ettt e h e bttt h e bt et e e ht e st e e st e s et e nb e et e saeenbeentesaeen 38
SOBIETIVOS ...ttt ettt s h et ea e s bt et e e et e s bt et e e atesb e et e e st e nbe e beentenbeensesanen 40
R 0 1) 11 A I ) 1 TSRS 40
3.2 ODjetivos ESPECIfICOS..........ooouiiiiiiiiieee ettt e et e et e et e e aae e s tae e e nraeeenne 40
4 MATERIAL E METODOS .......ooooiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e snes s 41
4.1 Area e POPUIACAO e €STUMO .............o.veeeieieeeeeeeeeeeeeeeeee e ees s ees e 41
4.2 Desenho experimental do €StUAO ................ooooiiiiiiiiiiiiiieece e s 42

4.3 Genotipagem do antigeno de grupo sanguineo DARC pela Reacdo em Cadeia da Polimerase em
1 11 T T | OSSPSR 43

4.4 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) ..........ooooiiiiiiiieeee ettt ettt e e tee e st e e s re e e reeeeaseeenes 45



4.5 CUITUFAS CRIULATES ......oooeeeeeieeee et e e e e e e e e e et eeaeeeeeeeeea e aaeeseeeeeenannnaaeseeeeennannnns 45

4.6 Transfeccio de células COS-7 e ensaio funcional ......................cooooiiiiiiii i, 46
4.7 Genotipagem do Antigeno Leucocitario Humano (HLA) ..............cccoooiiiiiiiiiiiiiieceeeeceee e 47
4.8 Analise EStatistiCa ...........oooiiiiiiii ettt ettt e 48
5 RESULTADOS ..ottt et e e s h et et e e e bt e e bt e s beeeab e e eabeeabeesbeeeabeanbeeenbeenaeas 50
5.1 Distribuicao de frequéncia dos gen6tipos DARC na populacio estudada .................cccceeveeennnnne. 50

5.2 Resposta de anticorpos anti-PvDBP em funcio da sazonalidade dos episodios de
MALATIA ...ttt sttt et st ne e 51

5.3 Associacio da resposta de anticorpos anti-PvDBP detectados no ELISA com o gendtipo do

TeCEPLOr DARC ... ..ottt ettt e ettt e ettt e s bt e e ettt e s bt eeeataeesabeeesabee e abeeeeabeeennnes 53
5.4 Influéncia do gendotipo de DARC na resposta de anticorpos inibitérios anti-
PUD B IL ..ttt ettt et h e et e e bt e e a bt e bt e e e bt e bt e ea bt e bt e e bt e bt e e nbeeehteeabeenneesatean 55
5.4.1 Variantes da PvDBP utilizadas nos ensaios funcionais....................cccoccooeiiiiiiiinniiiie e, 55

5.4.2 Influéncia da expressio de DARC dos eritrocitos na interagio PvDBP-DARC in

VITEO .ttt ettt h e bbbt h et h bt s e bbbt h et s e a et st b ettt b e 57
5.4.3 Influéncia do gendtipo de DARC na resposta de anticorpos inibitérios.....................c...ccocene. 58
5.4.4 Ensaios funcionais utilizando eritrocitos e plasmas homologos................cocccoovviiiiiiiiniiiiniieeen. 61

5.5 Distribuicdo de frequéncia dos alelos do Sistema HLA classe II na populagio

ESTUAAA. ...ttt ettt ettt e bt e e bt e e e bt e e bt e e e bt e e ettt e et e e et eeaneas 63
5.6 Influéncia dos alelos de HLA classe II na resposta de anticorpos anti-PvDBP detectados no
ELISA ettt ettt et e b et et b et et e e e bt e e et e bt e et e e e bt e e et e s bt e e bt e sat e e bt e ear e e beenateens 64
5.7 Influéncia dos alelos do HLA classe II na resposta de anticorpos inibitorios anti-
PUDBPIL .o 68

6 DISCUSSAQ...... coooiiiiieiirieeieeee ettt 70
6.1 Distribuicio dos genotipos de DARC na populacgio de estudo.............c..oceeeeviiiiniininiinienenienene 70
6.2 Avaliacdo longitudinal da resposta de anticorpos anti-PvDBP (ELISA) na populacio de Rio
PATAO.....oeee ettt et e b e ettt e h et e e bt e et e e bt e et e beeeatean 71
6.3 Genotipos de DARC e a resposta de anticorpos anti-PvDBP detectados pelo
ELISA ettt e h e et e e bt et e bt e et e e eh et et e bt e et e bt e e et e e e bt e e bt e sat e e bt e eab e e beenateen 72
6.4 O genotipo de DARC e a resposta de anticorpos inibitorios anti-PvDBP.......................cccocni 73
6.5 Distribuicao dos alelos de HLA classe II na populagio de estudo.................ccccoeveiiiiniiiiniineneenee. 74



6.6 Alelos de HLA classe II que influenciam na resposta de anticorpos anti-PvDBP no

| 0 1 1 N OO SRR SUUUSPPRRPRO 75
6.7 Alelos de HLA classe II que influenciam na resposta de anticorpos inibitorios anti-PvDBPy; nos
ENSAT0S TUMCIOMAIS. ........ooiiiiiiiii ettt sttt et st e b e et e beesaneeas 77
T CONCLUSOES .....ccooomiiitiiiieti ettt et 79
B AN X Ottt ettt et e b e et e e bt e et e e bt e e a b e e bt e e abe e hteeabe e bt e e be e beeenbeeteeenteenseennes 80

8.1 Anexo 1 - Alelos de HLA classe II mais frequentemente associados a resposta de anticorpos anti-
8.3 Anexo 2 — Duffy antigen receptor for chemokines (DARC) polymorphisms and its involvement in

acquisition of inhibitory anti-Duffy binding protein IT (DBPy) immunity................c.oooviivienieeeennn.n. .81
9 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........coouiiimiiiniiieeiieeisseeisseeees et sss st sessnens 93

XI



LISTA DE FIGURAS
Figura 1: Distribuicdo de casos de maléria confirmados nos municipios brasileiros...........cccceeeverveerreenenennnen. 19

Figura 2: Representacdo esquematica do ciclo bioldégico do plasmodio no hospedeiro humano e no vetor

ANOPNEIES. ...ttt b e et e ettt et e te b e et e he e beeab e bt e b e eraeete et e ets e teenbeeaeebeeneeersenns 22
Figura 3: Representacdo esquematica do processo de invasao do eritrocito pelo merozoito..........ceceeveeeenneene 23
Figura 4: Representagdo esquematica da PVDBP. ..o 25
Figura S: Representacao esquematica do gene FY que codifica o receptor DARC..........ccoeevviieiiieciiieciieens 30
Figura 6: Frequéncia global dos alelos de DARC.........c.cooiiiiiiiiieiiecie ettt 31
Figura 7: Desenho esquematico da localizag@o e organizagdo do complexo HLA..........cccooiiiiniiniininicnene 33
Figura 8: Polimorfismo génico do sistema HLA...........ccooiiiiiiii e 35

Figura 9: Mapa representando o estado do Amazonas e a localizagdo do assentamento agricola de Rio

PATAO. oottt ettt e et et ate—aaaaata——————tata—a—————————atata——————————natann———————————————————— 41
Figura 10: Ensaio funcional ilustrando as células COS-7 expressando a PvDBPyy......ccccoveeiiieiiiecciiiiiiee 47
Figura 11: Distribui¢do dos genoétipos e alelos de DARC na populacdo de Rio Pardo/AM...........cccceeeeiennne. 50

Figura 12: Distribuigdo temporal dos episodios de malaria causados por P. vivax, e resposta de anticorpos
[gG anti-PVDBP PElo ELISAL.......ooiioiiiieeiee ettt ettt ettt e e aeessb e etaeesseenseeesseenseessseenseensnas 52

Figura 13: Resposta de anticorpos IgG anti-PvDBPy;, detectados pelo ELISA, em funcdo do nimero de alelos
POSILEIVOS A€ DARC ..ottt ettt sttt e e b e et e e st e e saeesbeeseeesbeeseeesbeenseeesbeesaessseenseennns 54

Figura 14: Resposta de anticorpos IgG anti-PvDBPy.i, detectados pelo ELISA, em fun¢do do niimero de
alelos POSItIVOS A€ DIARC .......ooiiiie ettt et ettt e st e e bt eeab e e bt e s abe e bt e esaeebaeenbeenbeeenaeenteas 55

Figura 15: Resposta de anticorpos inibitérios anti-PvDBPy em ensaios funcionais utilizados duas variantes
(Acre-1 e Sal-1) encontradas N0 Brasil...........c..coouiiiiiiiiiiiiicie ettt r e e e eare e e earae s 56

Figura 16: Células COS-7 transfectadas com plasmideo que contém o gene que codifica a proteina PvDBPy
incubadas com eritrocitos de individuos carreadores de diferentes genotipos de DARC.........cocoeveiiiniinicnnnene. 57

Figura 17: Resposta de anticorpos inibitérios anti-PvDBPy; em fungdo do numero de alelos funcionais de

Figura 18: Os Alelos FY*A ¢ FY*B em homozigose estdo associados a baixas frequéncias de anticorpos
TUNCIONAIS AT PV D B P . et e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e aeaeeee e e aaa e raaaaeeeeeeeeeaaans 60

Figura 19: Representacdo esquematica dos sistemas homologo e heterélogo utilizados nos ensaios
FUNCIONALS. ....eeettee ettt ettt e ettt e e e tb e e e taee e tbeeesaeeesaaeeeasaeeassaeeassaeaasssaasssseasseeasssaeanssaeansseesnsaeennseeensseeas 61

XII



Figura 20:
heter6logos

Figura 21:

Frequéncia de resposta de anticorpos inibitorios anti-PvDBPj; em sistema homologos e

Frequéncia alélica de HLA classe II na populacdo de Rio Pardo...........cccecueevieeiiiiiiniiiiiecieee,

XIII



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Caracteristicas demograficas, epidemioldgicas dos 620 individuos acompanhados no estudo, Rio

PardO/ A . 43

Tabela 2: Sequéncia dos iniciadores utilizados para a reacdo da genotipagem de DARC por PCR em tempo

Tabela S. Alelos que influenciam na resposta de anticorpos anti-PvDBPno ELISA.........c.ccooiiiiiiniininins 65
Tabela 6. Alelos que influenciam na resposta de anticorpos anti-PvDBP e anti-PvDBPyy no
Tabela 7. Alelos de HLA de classe II que influenciam na aquisi¢do ou ndo da resposta de anticorpos anti-
PVDBPI N0 ELISA ..ottt b e sttt ettt e bt ettt 67

Tabela 8. Alelos de HLA de classe II que influenciam na aquisi¢ao ou ndo da resposta de anticorpos anti-
PVDBPH_[V T10 LIS A oottt ettt e e e e e ettt e e e e e ettt e e e ee et e aaa e eseeeeetaraaas 67

Tabela 9. Alelos de HLA de classe II que influenciam na aquisi¢do ou ndo da resposta de anticorpos anti-
PVDBP11 € anti-PVDBPIIVII0 ELISA . ..ot e e e e et e e e e e e e e e e e e eeaaaeeeeeeeaaaaaaaseeeeeeaaeaaaaanens 68

Tabela 10. Alelos que influenciam na resposta de anticorpos inibitérios anti-PvDBPy; comparando os grupos
INR, TR € PRttt ettt ettt et et et e s e e b e eseeseesees s esse s e s essensesseeseeseessensensensensensenes 69

Tabela 11. Alelos que influenciam longitudinalmente na aquisi¢do da resposta de anticorpos inibitorios anti-
PVDBPH ............................................................................................................................................................... 69

X1V



LISTA DE ABREVIATURAS & SIMBOLOS

Acre-1 - Variante de DBPy; de P. vivax isolado no Acre

AMA-1 - Antigeno 1 de membrana apical (Apical membrane antigen 1)

BSG - Receptor denominado Basigina (essencial para a invasdo de todas as cepas de P. falciparum).

CSP - Proteina de superficie do circumsporozoita (Circumsporozoite protein)

CPgRR - Centro de Pesquisa René Rachou

DARC - Antigeno do grupo sanguineo Duffy/DARC; receptor para quimiocinas (Duffy Antigen Receptor for
chemokines).

DBL - Dominio de ligagao semelhante ao que se liga ao antigeno Dufty/DARC

(Duffy binding like domain)

DBL- EBP’s - Familia de proteinas que se ligam aos eritrocitos e apresentam um dominio de ligagdo
semelhante ao que se liga ao antigeno Duffy/DARC (Duffy binding like domain Erythrocyte binding protein)
DBP - Proteina de ligagao ao eritrocito (Duffy binding protein)

DBPII - Regido 11 da Duffy binding protein de P. vivax.

DMEM - Meio essencial minimo de Eagle modificado por Dulbeccos’ (Dulbeccos’ Modified Eagle Medium)
DNA - Acido desoxirribonucleico

DO - Densidade otica

EBA-175 - Proteina de ligagdo aos eritrocitos de 175kDa de P. falciparum (Erythrocyte binding antigen 175)
EDTA - Acido etilenodiaminotetracético (Ethylenediaminetetraacetic acid)

ELISA - Ensaio imunoenzimatico (Enzyme-linked immunosorbent assay)

FY — Locus do antigeno Duffy/receptor para quimiocinas (DARC)

FY*A, FY*B — Alelos DARC que codificam os antigenos Fya e Fyb, respectivamente

FY*AES, FY*BES_ Alelos DARC silenciados na linhagem eritréide

GST - glutationa S-transferase de Schistosoma japonicum

HLA - Antigeno Leucocitdrio Humano

IC — Intervalo de confianga

IgG - Imunoglobulina da classe G

IR - indice de reatividade

kDa - Kilodalton

pL — Microlitro

mM - Milimolar

MSP-1 — Proteina 1 de superficie do merozoito (Merozoite surface protein 1)

MSP-3 alfa — Proteina 3 de superficie do merozoito (Merozoite surface protein 3)

XV



MSP-9 — Proteina 9 de superficie do merozoito (Merozoite surface protein 9)

nm - Nanometro

NR - Nao respondedor

OPD - Cromoégeno ortofenilenodiamino diidrocloreto (0-phelylenediamine dihydrochloride)

OR - Odds ratio (razao de chance)

PBS - Salina tamponada com fosfato (Phosphate-buffered saline)

PBS-T - Salina tamponada com fosfato acrescentada de 0,05% de Tween 20

PCR - Reagdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction)

PCR-SSO - Reagdo em Cadeia da Polimerase - Sequéncia especifica de oligonucleotideos (poyimerase chain
reaction - specific sequence of oligonucleotides)

PfRh5 — Proteina presente na superficie dos merozoitos que se liga a Basigina (reticulocyte-binding protein
homologue 5)

PNG - Papua Nova Guiné, Oceania

PR - Persistentemente respondedor

PvDBP - Duffy binding protein de Plasmodium vivax - proteina do P. vivax de liga¢dao ao antigeno do grupo
sanguineo Duffy/DARC.

r - coeficiente de correlagao de Pearson

RAPI1- Proteina associada a roptria 1 (Rhoptry-Associated Protein 1)

RAP2- Proteina associada a roptria 2 (Rhoptry-Associated Protein 2)

RON - Proteina localizada nas roptrias do merozoito fundamental para a invasdo do eritrocito (Roptry
Necked)

Sal-1 - Variante de DBPy; de P. vivax de um clone de referéncia de laboratdrio isolado em El Salvador (Fang
etal., 1991)

SBF - Soro Bovino Fetal (Fetal bovine serum)

SPECT2 - Proteina presente nos micronemas dos esporozoitos (Sporozoite protein essential for cell
traversal).

TR — Temporariamente respondedor

Tween 20 - Polioxietileno-sorbitano-monolaurato (Polyoxyethylenesorbitan monolaurate)

UI - Unidade Internacional

VK247 - Variante de proteina de superficie do circumsporozoita de P.vivax

VK210 - Variante de proteina de superficie do circumsporozoita de P.vivax

X2 - teste estatistico qui-quadrado

XVI



Resumo

A Duffy binding protein do Plasmodium vivax (PvDBP) é uma proteina essencial para o processo de
invasdo do Plasmodium vivax em eritrécitos humanos Duffy/DARC positivos, sendo consequentemente
uma forte candidata a vacina antimalarica. Apesar disso, estudos desenvolvidos pelo nosso grupo de
pesquisa mostraram que a maioria dos individuos expostos a malaria na Amazbnia brasileira nao
desenvolvem anticorpos anti-PvDBP. Isto pode estar relacionado tanto a caracteristicas do parasito quanto
do hospedeiro vertebrado. Entre as caracteristicas do parasito estdo a baixa imunogenicidade da PvDBP
ao sistema imune e o alto polimorfismo na regido do ligante (regido Il). Entretanto, estas caracteristicas do
parasito ndo explicam o fato de que a maioria dos individuos expostos a diferentes variantes do parasito,
por um longo periodo de tempo, ndo desenvolvem anticorpos bloqueadores da interacéo ligante-receptor.
Diante disso, faz-se necessario avaliar caracteristicas do hospedeiro vertebrado que poderiam influenciar
nessa baixa resposta de anticorpos. Portanto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia
de polimorfismos do receptor DARC e do HLA classe Il (antigeno leucocitario humano) na resposta imune
anti-PvDBP. O estudo foi do tipo coorte aberta de base populacional realizado em area de assentamento
agricola da Amazobnia brasileira onde os individuos foram acompanhados por cerca de 12 meses. A
abordagem metodoldgica envolveu: (i) genotipar o receptor Duffy/DARC (Real time PCR) e o HLA de
classe 1l (locis HLA-DRB1, HLA-DQB1 e HLA-DQAZ1, por PCR-SSO) na populagao estudada (n=620); (ii)
realizar ensaios soroldgicos, convencionais (ELISA) e funcionais (bloqueio da interagdo DBP;-DARC) no
plasma dos individuos estudados. Os resultados mostram que, na area estudada, o genétipo de DARC
mais frequente foi FY*A/FY*B, o que foi consistente com o que tem sido descrito para as populacdes
residentes na Amazdnia brasileira. Em relacdo a resposta de anticorpos, nenhuma associacao significativa
foi encontrada entre os genotipos de DARC e as respostas de anticorpos IgG no ELISA (regido Il ou
regibes Il-IV da PVDBP). Contudo, a resposta de anticorpos que inibem a interacdo ligante (DBP)) -
receptor (DARC) foi significativamente mais frequente em individuos heterozigotos carreadores de um
alelo DARC positivo (gendtipos FY*A/FY*BES e FY*B/FY*B®). Em geral, a distribuicdo de frequéncia dos
alelos de HLA classe Il na populacdo estudada corrobora com as frequéncias ja descritas em estudos
anteriores realizados no Brasil e na América Latina. De interesse, 0 estudo permitiu identificar 11 alelos de
HLA classe Il associados positivamente com a resposta de anticorpos anti-PvDBP detectados no ELISA,
com destaque para os alelos DQA1*01:03 e HLA-DRB1*02:02. Por outro lado, o estudo permitiu identificar
4 alelos associados negativamente com a resposta de anticorpos. Além disso, quatro alelos - HLA-
DQA1*02:01, HLA-DRB1*07:01, HLA-DQB1*02:02 e HLA-DQA1*02:01 - parecem influenciar positivamente
na resposta de anticorpos inibitérios da interacdo DBP,-DARC, enquanto que o alelo HLA-DRB1*16:02
influenciou negativamente nesta resposta. Estes achados sdo de grande importancia, pois, em areas
hiperendémicas de malaria, a resposta de anticorpos inibitorios tem sido associada com protecéo clinica.
Em conjunto, os resultados do presente estudo permitiram demonstrar, pela primeira vez, que
polimorfismos do receptor DARC e do HLA classe Il podem influenciar na resposta imune protetora contra
a PvDBP.
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Abstract

The Duffy binding protein of Plasmodium vivax (PvDBP) is a critical adhesion ligand that participates in
merozoite invasion of human Duffy/DARC positive erythrocytes, being considered, therefore, a target for
vaccine-mediated immunity. Although anti-PvDBP immune responses have been well characterized, few
studies have investigated the influence of host variability on the development of this immune response. In
the present study, we examined whether host genetic polymorphisms might affect humoral immunity
against PvDBP. More specifically, we investigated polymorphisms on the DARC receptor and in the human
leucocyte antigen (HLA) class Il. For that, we carried out a 12-months follow-up study in an agricultural
settlement of the Brazilian Amazon region (n=620 volunteers). The methodological approach included (i) to
genotype the DARC receptor (Real-time PCR), and the HLA class Il (loci HLA-DRB1, HLA-DQB1 and HLA-
DQAL by PCR-SSO); (ii) to analyze the plasma levels of PvDBP antibodies through conventional serology
(ELISA-detected IgG antibodies) and inhibitory binding assays (PvDBP binding inhibitory antibodies,
BIAbs). The results showed no association between DARC polymorphisms and ELISA—detected antibodies.
However, the follow-up study demonstrated that BIAbs targeting PvDBP towards to be more frequent in
heterozygous carrying a DARC-silent allele (genotypes FY*A/FY*BSS and FY*B/FY*BF®), suggesting a
gene-dosage effect. Regarding the HLA class Il polymorphisms, we identified 11 alleles positively
associated with the response of PvDBP ELISA-detected antibodies. In addition, the study revealed four
alleles negatively associated with the antibody response (HLA-DRB1*10:01, HLA-DRB*14:02, DRB1*14:02
e DQA1*05:01 citar os 4 aqui). Of relevance, four alleles (HLA-DQA1*02:01, HLA-DRB1*07:01, HLA-
DQB1*02:02 and HLA-DQA1*02:01) were positively associated with the PvDBP BIAb, whereas a single
allele (HLA-DRB1*16:02) was negatively associated with this protective response. Together, the results of
the present study demonstrate, for the first time, that polymorphisms on the DARC receptor and in the HLA

class Il may influence the protective immune response against PvDBP.
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1 INTRODUCAO
1.1 Malaria

A maldria ¢ uma das principais doengas parasitarias da atualidade, causando anualmente cerca de 200
milhdes de casos e quase um milhdo de mortes. Esta doenga esta presente em cerca de 100 paises, dentre os
quais a maioria se localiza em areas tropicais e subtropicais, onde as condi¢des ambientais propiciam o

desenvolvimento do parasito em mosquitos do género Anopheles (WHO, 2012).

Nas Américas 60% dos casos notificados de malaria foram no Brasil, os outros 40% estdo
distribuidos entre os outros paises da América do Sul e Central (Guerra et al., 2010). No Brasil, embora
tenha ocorrido uma queda de nimero de casos nos ultimos anos, o quadro epidemioldgico dessa doenga
ainda ¢ preocupante. Cerca de 270 mil casos anuais de malaria tm sido registrados, dos quais 99,8% se
concentram na regido da Amazodnia Legal. Estima-se que 49 milhdes de pessoas estdo em areas de risco no
pais (WHO, 2012). A Figura 1 mostra a distribuicdo de casos de maldria em municipios brasileiros no ano

de 2011, de acordo com a Organizacdo Mundial da Saude.

Distribuicdode casos confirmados de malaria (cada 1000 habitantes)

Figura 1- Distribui¢ao de casos de malaria confirmados nos municipios brasileiros. Os dados demonstrados
sdo do ano de 2011 e os municipios foram estratificados de acordo com a intensidade de transmissdo de
malaria. Fonte: Modificado de World Malaria Report, 2012.

Cinco espécies de Plasmodium sdo importantes causadoras de malaria em humanos: P.
falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale, ¢ mais recentemente, P. knowlesi, previamente descrita como

parasito de primatas ndo humanos (White, 2008; Oon et al., 2008; Peter et al., 2009). Entre estas espécies, o
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P. vivax tem a maior distribui¢do geografica mundial sendo a espécie mais prevalente fora do continente
africano (Guerra et al., 2006). Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (2012), 87% dos casos registrados

em 2011 no Brasil foram causados por P. vivax.

Embora a malaria causada por P. vivax seja considerada uma doenga benigna e raramente fatal, os
estudos mais recentes tém reportado a existéncia de casos de maldria grave na Papua Nova Guiné, Indonésia,
india e Brasil (Genton et al., 2008; Tjitra et al., 2008; Andrade et al., 2010; Alexandre et al., 2010). Na regido
amazonica, foram oficialmente reportadas 234 mortes, no periodo de 1998 a 2008, causadas por P. vivax
(Oliveira-Ferreira et al., 2010). Estudos recentes em Manaus demonstraram um aumento no nimero de casos
de hospitalizagdo em decorréncia de malaria vivax associados principalmente, a anemia grave,
trombocitopenia, sindrome neurologica, insuficiéncia renal e ictericia (revisto por Lacerda et al., 2012). Neste
sentido, a malaria vivax representa um grave problema de saude publica, com elevado custo para o Sistema de
Saude, além de ser um entrave para o desenvolvimento econdmico local, uma vez que o paciente debilitado se

torna incapaz de exercer seu trabalho em sua plenitude.

Em fungdo disso, torna-se fundamental o estudo da malaria vivax, principalmente nos aspectos

relacionados aos mecanismos de invasdo celular e escape da resposta imune.

1.2 Ciclo biologico do Plasmodium

O ciclo biologico dos parasitos da malaria humana (Figura 2) pode ser dividido em duas fases: uma
fase assexuada ou esquizogonica, que ocorre no hospedeiro vertebrado e outra sexuada ou esporogodnica, que
ocorre em fémeas do mosquito do género Anopheles. A fase assexuada ou esquizogonica se inicia durante o
repasto sanguineo das fémeas de anofelinos, onde as formas infectantes (esporozoitos) sdo inoculadas na pele
do hospedeiro, podendo permanecer neste local por varias horas antes de encontrar um vaso sanguineo
(Amino et al., 2006; Prudéncio et al., 2006; Yamauchi et al., 2007; Doolan et al., 2009). Recentemente,
alguns autores descreveram uma nova rota de migracdo dos esporozoitos, em que 0s mesmos, apos
atravessarem o epitélio do hospedeiro vertebrado, cerca de 30% atingem o sistema linfatico (Doolan et al.,
2009). Porém, os parasitos ndo parecem atingir o figado por esta via. Entretanto, sugere-se que esta rota possa
ser importante para estimular o sistema imunoldgico do hospedeiro (Amino et al., 2006). Uma vez dentro do
sistema circulatorio, os esporozoitos atingem o figado, onde infectam os hepatdcitos.

O processo de invasdo dos hepatocitos € complexo e depende de varias interacdes do tipo ligante-
receptor. Os esporozoitos possuem a capacidade de migrar através de varios hepatocitos, até se desenvolver
dentro de um hepatdcito especifico, onde ocorre a formag¢ao de um vactiolo parasitoforo bem delimitado

(Mota et al., 2001; Frevert et al., 2005). A travessia dos esporozoitos dos capilares sinusoides até o figado
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pode ocorrer através das células de Kupffer e células do endotélio dos vasos sanguineos. Recentemente, foi
descrita que uma proteina presente nos micronemas dos esporozoitos (SPECT2) parece ser essencial para essa
travessia (Tavares et al., 2013). Esta proteina parece ser importante também para a sobrevivéncia dos
esporozoitos dentro dos sinusoides hepaticos. Neste mesmo estudo, realizado in vivo utilizando camundongos,
foi demonstrado que a auséncia desta proteina fez com que cerca de 90% dos espozoitos injetados fossem
rapidamente fagocitados pelas células de Kupffer (Tavares et al., 2013). Diante disso, esta proteina SPECT2
parece servir como um mecanismo de evasdo do sistema imune, evitando a atividade fagocitéria (revisto por
Ménard et al., 2013).

Uma vez dentro dos hepatdcitos, os esporozoitos se diferenciam em trofozoitos que, apds sofrerem
varias divisdes por esquizogonia, formam os esquizontes. Nas infecgdes por P. vivax e P. ovale algumas
populacdes de parasitos se desenvolvem rapidamente nos hepatdcitos, enquanto outras, as responsaveis pelos
casos de recaidas (hipnozoitos), permanecem em estado de laténcia no figado, meses ou até anos apds a
infeccdo inicial. Isto possibilita que a pessoa infectada volte a desenvolver a doenga apds o tratamento,
mesmo na auséncia de re-infec¢do, devido a reativagao dos hipnozoitos (Krotoski et al., 1982).

Nos hepatoécitos, os esporozoitos se diferenciam e multiplicam assexuadamente dando origem aos
merozoitos, que sdo liberados na corrente sanguinea através de vesiculas denominadas merossomas (Sturm
et al., 2006). Os merozoitos teciduais invadem as hemacias iniciando, assim, a fase eritrocitica, que ¢é
responsavel pelas manifestacdes clinicas da malaria. Para que o merozoito invada o eritrocito € necessario
que haja também o reconhecimento inicial de receptores especificos (item 1.2.1). Apds algumas geragdes de
desenvolvimento de merozoitos sanguineos, alguns parasitos se diferenciam em estagios sexuais, conhecidos
como gametdcitos femininos e masculinos. A fase sexuada ou esporogdnica inicia-se quando os gametocitos
sdo ingeridos durante o repasto sanguineo por fémeas do Anopheles, dando continuidade ao ciclo do parasito
com a formag¢do dos gametas (Revisto por Vlachou et al., 2006). A fusdo dos gametas no interior do
intestino do mosquito origina um zigoto mével, chamado oocineto. Apos atravessar a parede intestinal do
mosquito, aloja-se na membrana basal, onde se desenvolve em oocisto. No interior do oocisto ocorrem
diferenciagdes e divisdes nucleares que objetivam a produgdo dos esporozoitos (Revisto por Ghosh &
Jacobs-Lorena, 2009). Parte desses esporozoitos produzidos migra para a glandula salivar do mosquito, que
durante um novo repasto sanguineo, reiniciard o ciclo dentro do hospedeiro vertebrado (Barillas-Mury &

Kumar, 2005).
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Figura 2 - Representacdo esquematica do ciclo bioldgico do plasmodio no hospedeiro humano e no vetor
Anopheles. Fonte: Modificado de Michalakis & Renaud, 2009.

1.2.1 Plasmodium e o processo de invasao dos eritrocitos

O processo de invasdo dos eritrocitos ¢ complexo e depende de varias interacdes especificas
envolvendo proteinas do parasito e receptores presentes na superficie da célula hospedeira (Gaur et al., 2004).
Esse estagio eritrocitario € o responsavel pelas manifestacdes clinicas da maléria.

Resumidamente, podemos dividir este processo em quatro fases (Oh & Chishti, 2005; Cowman &
Crabb, 2006): (1) reconhecimento e adesdo reversivel do merozoito a superficie eritrocitaria; (2) reorientacao
do parasito para que o seu complexo apical entre em contato com a membrana eritrocitica, formando uma
juncdo irreversivel entre as membranas do parasito e do eritrdcito; (3) deslocamento da jun¢dao em diregdo ao
polo posterior do parasito com a liberagdo do contetido das organelas apicais, principalmente das roptrias ¢
dos micronemas; (4) entrada do parasito no interior do eritrocito através da formacao do vacuolo parasitoforo,
no interior do qual o merozoito se desenvolve (Figura 3). Apesar do evento inicial que envolve o
reconhecimento e adesdo do parasito seja formado por interacdes de baixa afinidade, os eventos seguintes
envolvem interacdes do tipo ligante-receptor de alta afinidade, e torna o processo de invasdo irreversivel
(Barnwell & Wertheimer, 1989; Adams et al., 1990). Embora os plasmodios utilizem esse mecanismo geral de
entrada na célula hospedeira, algumas espécies apresentam particularidades biologicas. O processo de invasio
do P. vivax e P. falciparum tem sido melhor estudados, ja que estas sdo as espécies mais importantes do ponto

de vista da saude publica.
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Figura 3 - Representa¢do esquematica do processo de invasdo do eritrocito pelo merozoito. Fonte:
Modificado de Srinivasan et al., 2011.

Numerosos estudos tem demonstrado que merozoitos de P. falciparum tem a habilidade de invadir os
eritrocitos através de varias vias de invasdo (revisto por Person et al, 2010). Entretanto, foi descrito um
receptor, denominado Basigina (BSG) ou CD147, que parece ser essencial para a invasao de todas as cepas de
P. falciparum (Crosnier et al., 2011). Este receptor esta presente na superficie dos eritrocitos e se liga a uma
proteina do parasito chamada PfRh5 (Reticulocyte-binding protein homologue 5) presente na superficie dos
merozoitos pertencente a familia PfRH (Reticulocyte binding Homolog).

Para que ocorra a invasdo do P. vivax no eritrocito é necessaria a interagdo da proteina Duffy binding
protein (PvDBP) e seu receptor presente na superficie dos eritrocitos, o antigeno de grupo sanguineo Duffy,
que ¢ também um receptor para quimiocinas (DARC, Duffy Antigen Receptor for chemokines) (Fang et al.,
1991; Adams et al., 1992; Horuk et al., 1993). Dessa forma, individuos que ndo expressam o receptor DARC
em seus eritrocitos sdo altamente refratarios a infec¢do pelo P. vivax (Miller et al., 1976; Mendis et al., 2001).
Entretanto, evidéncias recentes demonstraram que individuos DARC negativos, particularmente de algumas
regides especificas como Madagascar, podem se infectar com esse parasito (Ryan et al., 2006; Cavasini et al.,
2007; Menard et al., 2010), o que sugere a existéncia de uma via de invasdo alternativa.

O P. vivax invade preferencialmente, se ndo exclusivamente, os reticuldcitos, que compreendem uma
minoria (1%) da populagdo de eritrocitos circulantes (Galinski et al., 1992; Barnwell & Galiski, 1998). Isto
significa que os merozoitos de P. vivax interagem com intimeros eritrocitos maduros na circulagdo antes de
invadirem um reticulocito. Tem sido proposto que interagdes prematuras entre a PvDBP e o antigeno do grupo
sanguineo DARC em eritrocitos maduros seriam prejudiciais para a sobrevivéncia do parasito (Barnwell et al.,
1989). Desta forma, acredita-se que antes da formagao da jungdo merozoito-reticulocito haveria uma selecao
da célula hospedeira, impedindo, a interagdo da PvDBP com uma célula ndo-alvo (Galinski et al., 1992;

Barnwell & Galinski, 1998). Se essa hipdtese estiver correta, a especificidade de invasao de P. vivax poderia
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ser atribuida a pelo menos duas proteinas de ligacdo aos reticuldcitos: PvRBP-1 (reticulocyte binding protein
— 1) e PvRBP-2 (reticulocyte binding protein — 2) também pertencentes a familia PfRH localizadas no polo
apical dos merozoitos (Galinski et al., 1992). Entretanto, até o0 momento, as fungdes desta familia de proteinas
ainda necessitam ser esclarecidas ja que proteinas da familia PfRH, inclusive a que se liga a basigina, também
ja foram encontradas em P. falciparum e P. yoelli, duas espécies de Plasmodium que infectam tanto
reticulocitos quanto eritrocitos (Galinski et al., 1992). Além dessas proteinas, trabalhos recentes apontam que
também ha a formagdo de um complexo entre a proteina Apical Membrane Antigenl (AMA-1 - localizada nos
micronemas do merozoito) com as proteinas Roptry Necked 2, 4 ¢ 5 (RONs; localizadas nas roptrias do
merozoito) na junc¢ao entre o merozoito-eritrocito que seria fundamental para a invasdo do eritrocito (revisto
Srinivasan e colaboradores 2011).

Diante do exposto, o fato da PvDBP ser importante para garantir o parasitismo humano, bem como as
evidéncias de que a maioria dos individuos DARC negativos sejam resistentes a infecgao pelo P. vivax, fazem
desta proteina um dos imundgenos mais promissores para o desenvolvimento de uma vacina contra a infec¢ao

causada pelo P. vivax.

1.3 Duffy Binding Protein de Plasmodium vivax (PvDBP)

A PvDBP ¢ uma proteina de 140KDa e pertence a uma familia de proteinas homologas que se ligam a
eritrocitos — Duffy binding like domain Erythrocyte binding protein (DBL-EBP’s) (Barnwell & Wertheimer,
1989; Adams et al., 1992). Estruturalmente, a PvDBP pode ser dividida em sete regides, definidas a partir da
similaridade da sua estrutura génica e sequéncia de aminoacidos com as outras DBL-EBPs. As regides que
constituem a PvDBP sdo (Figura 4A): (i) uma regido que contém o peptideo sinal (regido 1), (ii) duas regides
ricas em cisteinas amino e carboxiterminal (regido II e VI, respectivamente) — sendo conservadas em todos os
membros da superfamilia DBL-EBPs -, (iii) trés regides hidrofilicas (regido III, IV e V), um dominio
transmembrana e (iv) um curto segmento citoplasmatico (regido VII) (Fang et al., 1991; Adams et al., 1992).
O ligante funcional da PvDBP encontra-se localizado na regido II da proteina e apresenta cerca de 300
aminoacidos, sendo seu sitio de ligacdo ao eritrocito situado em um fragmento de 170 aminoacidos que
contém as cisteinas 5 a 8 (Ranjan & Chitnis, 1999; Singh et al. 2003). Embora a posi¢do dos residuos de
cisteina seja conservada na regido II, ja foi demonstrado que outros aminoacidos sao altamente polimorficos
(Ampudia et al., 1996).

Com a elucidacdo do modelo tridimensional da PvDBPy (Figura 4B), foi possivel predizer a
distribuicdo dos polimorfismos e verificar se eles se localizam proéximos ao sitio de liga¢ao de proteina ao seu
receptor DARC. Além disso, foi observado que existe um alto polimorfismo localizado proximo ao sitio de

ligacdo em isolados de P. vivax da Amazonia Legal brasileira (Sousa, 2009).
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Estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa demonstraram que os polimorfismos na PvDBPy
apresentam alta relevancia imunoldgica (Ceravolo et al.,2008; Ceravolo et.al., 2009). Algumas evidéncias
indicam que a resposta imune pode ser especifica para uma variante e que os polimorfismos sdo capazes de
alterar a imunogenicidade da PvDBPy; interferindo no processo de invasao celular (Ceravolo et al., 2009;
Souza-Silva et al., 2010).

Recentemente, foi demonstrado que a resposta imune anti-PvDBPy; também pode ser influenciada pela
intensa afinidade e especificidade da intera¢do ligante-receptor (PVvDBP-DARC) devido a dimerizagao

necessaria para a conclusio deste processo (Batchelor et al. 2011).
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Figura 4 — Representacdo esquematica da PvDBP. A) Estruturalmente a PvDBP ¢ dividida em seis regides de
dominios extracelulares (I a IV) e uma regido (VII) de dominio citoplasmatico e transmembrana (indicadas em
algarismos romanos). Esta proteina ¢ caracterizada por um dominio N-terminal rico em cisteina, o0 dominio de
ligacdo DBL (regiao II), e um segundo dominio conservado rico em cisteina (regido VI). O principal sitio de
ligacdo para o reconhecimento do receptor (170 aa) € a por¢do central da PvDBP entre as cisteinas 5 (C5) e 8
(C8), sendo a porg¢ao mais polimorfica da proteina (adaptado de VanBuskirk et. al, 2004b). B) Estrutura 3D da
regido Il da PvDBP com seus polimorfismos encontrados em amostras no Brasil: (i) residuos que formam um
suposto bolso de sulfatirosina para a ligacao na interface do dimero (roxo); (ii) residuos necessarios para a
interagdo com o antigeno DARC (amarelo); (iii) residuos que fazem contato formando uma estrutura dimérica
(laranja); (iv) residuos polimorficos identificados em isolados de Rio Pardo (vermelho). As setas indicam a
interface do dimero. Fonte: Modificado de Kano et al., 2012.

1.3.1 Resposta imune naturalmente adquirida a PvDBP

A PvDBP pode ser considerada uma importante candidata a vacina antimalérica, pois ¢ o ligante que
permite o parasito invadir os reticuldcitos, garantindo o parasitismo humano. O desenvolvimento de uma
vacina anti-PvDBP tem por objetivo induzir uma resposta de anticorpos capazes de inibir a adesdo do
merozoito nos reticuldcitos DARC positivos e, consequentemente, impedir o processo de invasdo do parasito.
Infelizmente, estudos referentes a capacidade inibitoria de anticorpos anti-PvDBP em popula¢des humanas
ainda sdo escassos (Michon et al 2000; Ceravolo et al., 2008; King et al., 2008; Souza-Silva et al., 2010;

Chootong et al., 2012). Isto se deve principalmente as limitagdes no cultivo do P. vivax in vitro (Ntumngia et
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al. 2012). Consequentemente, a maioria dos estudos sobre a resposta imune a PvDBP tem avaliado a resposta
de anticorpos contra antigenos recombinantes, sem avaliar a sua capacidade inibitdria da interacdo ligante-
receptor.

Devido as limitagcdes para a realizacdo dos ensaios funcionais, estudos utilizando a sorologia
convencional (ELISA) com diferentes proteinas PvDBP recombinantes tem sido importantes para avaliar o
nivel de anticorpos IgG de individuos residentes em diferentes areas endémicas para malaria.

O nosso grupo de pesquisa demonstrou através da sorologia convencional que a PvDBP ¢ naturalmente
imunogénica na regido amazonica e a propor¢do de individuos que apresentaram anticorpos IgG anti-PvDBP
aumentou de acordo com a exposi¢do a malaria (Ceravolo et al., 2005). Mais recentemente, foi demonstrado
que a cada ano de exposi¢do a malaria aumentava em 2% a chance do individuo apresentar anticorpos IgG anti-
PvDBP (Souza-Silva et al., 2010). Neste estudo a idade ndo se correlacionou com a presenga desses anticorpos.
Em um estudo realizado em populagdes nativas da Amazonia brasileira (Kano et al., 2012), foi demonstrado
que 50% dos individuos adquiriram anticorpos anti-PvDBP, sendo a idade o tunico fator preditor de
soropositividade para a PvDBP. Diante disso, podemos observar que existe uma grande variedade de padrdes
de transmissdo de malaria na Amazdnia brasileira.

Até o momento, poucos estudos tém investigado resposta de anticorpos anti-PvDBP na América Latina,
sendo ainda restritos a areas endémicas do Brasil ¢ da Colombia (Michon et al. 1998; Tran et al. 2005; Herrera
et al. 2005; Ceravolo et al. 2005; 2008; Barbedo et al. 2007; Souza-Silva et al. 2010). Em geral, esses estudos
também demonstram que a resposta de anticorpos anti-PvDBP esta relacionada com a exposigao a P. vivax.

Nosso grupo de pesquisa demonstrou que a PvDBP ¢ relativamente pouco imunogénica. Na regido do
litoral do Pacifico colombiano, uma é4rea de transmissdo instdvel de malaria e composta principalmente por
individuos afro-descendentes, menos de 40% do total de individuos apresentaram anticorpos anti-PvDBP
(Michon et al.,1998; Herrera et al., 2005; Maestre et al., 2010). Nestes estudos, o perfil de resposta de
anticorpos mostrou-se muito diferente daquele descrito em 4reas alta transmissdo de malaria, como a Papua
Nova Guiné (PNG), onde a resposta de anticorpos anti-PvDBP parece ser muito mais comum (60-80%).

Poucos estudos tem sido conduzidos para avaliar a resposta de anticorpos inibitérios anti-PvDBP, ¢ a
maioria deles tém sido realizados em areas de alta transmissdao de malaria (Michon et al., 2000; King et al.,
2008), o que ndo representa o perfil de muitas regides endémicas. Diante disso, mais recentemente, nosso grupo
de pesquisa avaliou a resposta de anticorpos inibitorios anti-PvDBP em dareas de transmissdo instadvel para a
malaria na Amazodnia brasileira. Nestes estudos observou-se que a presenga de anticorpos inibitorios anti-
PvDBP estd relacionada a uma exposicdo a longo prazo ao parasito, ¢ além disso, apenas um ter¢o dos

individuos desenvolvem estes anticorpos (Ceravolo et al., 2008; Souza-Silva et al., 2010).
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Uma baixa frequéncia de resposta de anticorpos inibitorios anti-PvDBP também foi descrita em areas de
alta transmissdo de malaria, como na Papua Nova Guiné¢ (King et al., 2008), apesar das diferengas
epidemiologicas e genéticas (do parasito e do hospedeiro). Neste estudo menos de 10% das criangas
adquiriram altos niveis de anticorpos inibitorios anti-PvDBP. Interessantemente, foi observado que tanto em
areas de transmissdo instdvel quanto em areas hiperendémicas de malaria a resposta de anticorpos inibitorios
se mantém estavel ao longo do tempo (King et al., 2008; Souza-Silva et al., 2010). Diante disso, observa-se
que apesar de a maioria dos individuos naturalmente expostos ao P. vivax ndo desenvolvem anticorpos
inibitdrios anti-PvDBP, uma vez adquiridos, tendem a ser manter estaveis ao longo do tempo.

Embora os mecanismos pelos quais a PvDBP induz uma baixa resposta de anticorpos ainda sejam
desconhecidos, ¢ possivel especular fatores que poderiam influenciar nesta resposta. Um dos fatores que
provavelmente dificulta a aquisicio de uma resposta imune funcional contra a PvDBP ¢ a baixa
imunogenicidade da proteina e/ou sua limitada exposi¢cdo ao sistema imune. Isto porque a PvDPB estd
localizada nos micronemas do merozoito, sendo liberada somente no momento da invasdo (teoria do “Just in
time”) (Singh et al., 2006). Desta forma, o P. vivax minimizaria a exposi¢do direta do ligante funcional aos
anticorpos inibitorios, servindo como um mecanismo de escape deste parasito ao sistema imune do
hospedeiro. Entretanto, esta teoria ndo explica completamente o fato de que a maioria dos individuos expostos
por um longo periodo a malaria ndo sdo capazes de desenvolver anticorpos inibitorios.

E possivel que a variabilidade genética na regido do ligante (Regido II) da PvDBP possa também
influenciar na baixa resposta imune contra esta proteina (Vanbuskirk et al., 2004a McHenry & Adams, 2006;
Sousa et al., 2010). A primeira evidéncia de que os polimorfismos comumente observados na PvDBPy; podem
alterar o seu carater antigénico, interferindo assim no bloqueio da ligagdo PvDBP-DARC por anticorpos
inibitdrios, foi demonstrado por Vanbuskirk e colaboradores (2004). Os autores demonstraram que soros de
coelhos experimentalmente imunizados inibiam a interagcdo ligante-receptor de uma maneira dependente da
cepa do parasito. Mais recentemente, nosso grupo demonstrou que individuos residentes em area nao-
endémica de malaria - em um pequeno foco de transmissdo autdctone de P. vivax em Minas Gerais -
desenvolveram anticorpos inibitdrios que sdo cepa-especificos (Ceravolo et al., 2009). Em um estudo
realizado na Tailandia - area de transmissao instavel para a malaria — também foi demonstrado que a resposta
de anticorpos inibitorios anti-PvDBP esta relacionada a cepa do parasito (Chootong et al., 2012). Um perfil de
resposta semelhante foi observado em criangas assintomaticas residentes em area de alta transmissdo de

malaria (PNG) (Cole-Tobian et al., 2009).
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1.4 A influéncia do polimorfismo genético do hospedeiro vertebrado na resposta imune a PvDBP

As caracteristicas genéticas dos individuos podem influenciar diretamente na sua resposta imune
contra os diversos patogenos. No caso da malaria causada por P. vivax, poucos estudos t€ém sido conduzidos
para avaliar polimorfismos genéticos do hospedeiro vertebrado e sua resposta imune (Maestre et al., 2010;

Storti-Melo et al., 2012).

Entre os genes do hospedeiro vertebrado, dois merecem particular interesse: o receptor DARC e HLA.
O receptor DARC, fundamental para o processo de invasdo dos merozoitos nos eritrocitos ¢ muito polimorfico
(Sousa et al., 2006; Sousa, 2009). Este polimorfismo poderia contribuir para que a maioria dos individuos
expostos ao P. vivax ndo desenvolvam anticorpos capazes de bloquear a interagdo PvDBP-DARC (King et al.,
2008; Souza-Silva et al, 2010). Apesar disso, poucos estudos avaliaram a influéncia do receptor DARC na

resposta imune a PvDBP (item 1.4.1.1.)

Outro fator que pode influenciar nesta resposta imune diferenciada entre os individuos ¢ o HLA
(Antigeno Leucocitario Humano). A habilidade do sistema imune em responder a um antigeno particular
difere entre os individuos porque, entre outros fatores, eles possuem diferentes padroes de genes do Sistema
HLA (item 1.4.2.1). Entretanto, estudos referentes a influéncia do polimorfismo do HLA na resposta de

anticorpos inibitorios da interagdo PvDBP-DARC nunca foram realizados.

1.4.1 Antigeno do grupo sanguineo Duffy/receptor para quimiocinas (DARC)

O receptor para a Duffy binding protein de P. vivax ¢ P. knowlesi nos eritrocitos humanos é também
um receptor de alta afinidade para varios membros de quimiocinas das classes CC e CXC, conhecido também
como antigeno Duffy e receptor para quimiocinas (Duffy antigen/receptor for chemokines, DARC) descrito
pela primeira vez por Moore e colaboradores (1982). Este receptor também possui importancia clinica e
bioldgica, pois anticorpos que reconhecem o antigeno de grupo sanguineo Duffy sdo responsaveis por muitos
casos de incompatibilidade transfusional e doenca hemolitica em recém-nascidos (Badakere & Bhatia, 1970,
Moise, 2000). Recentemente, o receptor DARC tem sido associado a varias doengas inflamatorias, doengas
infecciosas e tumorais, ¢ com a infecgdo pelo virus HIV (revisto por Smolarek et al., 2010). De grande
importancia, um estudo recente demonstrou que o DARC ¢ importante na infec¢do pelo P. falciparum
(McMorran et al., 2012). Mais especificamente, estes autores mostram que a interagdo do DARC com uma
proteina plaquetaria (P4 ou CXCL4) ¢ fundamental para que as plaquetas atuem destruindo o parasito.

O receptor DARC, uma glicoproteina de 40-45kDa ¢ expressa principalmente nos eritrocitos e nas
c¢lulas endoteliais de vénulas pos-capilares de varios tecidos (Chaudhuri et al., 1995). O gene que codifica

este receptor DARC ¢ formado por dois exons e um intron de aproximadamente 450pb (Figura SA). O locus
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Duffy/DARC (FY) ¢ caracterizado por trés alelos principais: FY*A, FY*B e FY*B® (ES, Erythroid Silent;
silenciado na linhagem eritroide) (Hadley & Peiper, 1997). Os dois alelos funcionais co-dominantes FY*A e
FY*B codificam os antigenos Fya e Fyb, respectivamente, sendo os mesmos herdados de maneira
mendeliana direta (Zimmerman et al., 1999; Blumenfeld et al., 2004; Meny, 2010). Esses alelos diferem por
uma simples substituigdo de base no nucleotideo 125 (G125A). No alelo FY*A, a base presente ¢
guanina (G), resultando em um codon para glicina; no alelo FY*B, a base ¢ adenina (A), resultando em um
codon para 4cido aspartico (Figura 5B). A completa auséncia de expressao desses antigenos nos eritrocitos
define o fendtipo DARC negativo Fy(a-b-) (Tournamille et al., 1995a, 1995b). Esse fenotipo € caracterizado
pela presenca de dois alelos ndo funcionais FY*B, cujo silenciamento génico se deve a uma mutagdo na
regido promotora do gene FY (T- 67C). Essa alteracdo impede a ligagdo ao fator de transcricdo a regiao
promotora GATA-1 mutada do gene nos eritrdcitos, ndo alterando a expressdo dessa proteina em outros
tecidos (Tournamille et al., 1995a, Iwamoto et al., 1995). O gendtipo FY*A™ também pode aparecer caso a
mutacdo no promotor seja no alelo FY*A, porém este gendtipo ¢ extremamente raro e foi melhor

caracterizado na Papua Nova Guiné (Zimmerman et al., 1999).

B
Promotor Exon 2
A Alelos Poslicéio 33 Posigiio 125
PROMOTOR EXON1 INTRON EXON2
FY*A Timina {T} Guanina {G})
lﬂ— |A ¥ Frea Timina{T)  Adenina (A}
LU Fra  FrB FY=AS Citosina {C) Guanina [G)
Fy*ges Citosina {C) Adenina (A)

Figura S - Representacdo esquematica do gene FY que codifica o receptor DARC. A) Ilustracdo da regido
promotora, dois exons e o intron entre os exons 1 e 2. Esta representado na figura: a mutacao G125A, que
define os alelos FY*A e FY*B, respectivamente e; a mutacdo T-67C, que diferencia o promotor selvagem
(WT) do promotor mutado (MUT). B) Alelos e mutagdes responsaveis para a determinag¢ao dos principais
gendtipos de DARC. Fonte: modificado de Cavasini et al., 2001.

Com relacdo a expressdo do antigeno DARC na célula hospedeira, tem-se observado que a expressao
de DARC varia entre os diferentes genotipos e com a idade dos eritrocitos, sendo maior em reticuldcitos do
que em eritrocitos maduros (Woolley et al., 2000).

Diferentes estudos tém mostrado a influéncia do DARC na susceptibilidade ao P. vivax. De fato,
estudos desenvolvidos em diferentes areas de transmissdao de malaria vivax, inclusive no Brasil, tém mostrado
que individuos com dois alelos funcionais, em homozigose ou heterozigose, parecem ser mais susceptiveis a

infec¢do do que aqueles com um unico alelo funcional (Zimmerman et al., 1999; Sousa et al., 2006). Uma
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evidéncia indireta dessa associagdo foi obtida por Michon e colaboradores (2001), no qual foi observado que a
expressao diminuida de DARC nos eritrocitos de individuos com um tnico alelo DARC positivo resultou na
reducgdo significativa da citoaderéncia em ensaios in vitro. Em um estudo de coorte realizado no Brasil,
sugere-se que os individuos com hemadacias FY*A (em homozigose ou heterozigose) tém menor incidéncia de
malaria vivax do que os habitantes da mesma comunidade que apresentavam hemacias FY*B (King et al.,

2011).

Recentemente foi compilado um mapa global da distribui¢cdo dos alelos Duffy (Howes et al., 2011). De
acordo com os autores, a frequéncia dos alelos revelou um claro padrao geografico (Figura 6). O aspecto mais
marcante ¢ a presenca do alelo silencioso FY*B® em toda Africa subsaariana, enquanto que os alelos FY*A ou
FY*B na mesma regido tem frequéncia de 0 a 5%. Nas Américas existe uma maior heterogeneidade dos trés
alelos. Somente em algumas areas existem predominancia de alelos unicos. Além disso, o alelo FY*B se
mostrou o menos prevalente globalmente e o alelo silencioso FY*A® nio pode ser retratado espacialmente

devido a sua raridade (Howes et al., 2011).
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Figura 6 — Frequéncia global dos alelos de DARC. (a) Frequéncia do alelo FY*A; (b) Frequéncia do alelo
FY*B; (¢) Frequéncia do alelo FY*BE. Fonte: modificado de Howes et al., 2011.

1.4.1.1 A influéncia do DARC na resposta imune a PvDBP

Embora o receptor DARC seja essencial ao processo de invasdo dos eritrocitos pelo merozoito do
P.vivax, a influéncia deste receptor na resposta imune tem sido pouco estudada. Sabe-se que individuos
DARC negativos sdo altamente resistentes a infecgdo pelo P. vivax (Miller et al., 1976), e ja foi descrito que
esses individuos apresentam baixos niveis de anticorpos contra proteinas de fase eritrocitica deste parasito

(Herrera et al., 2005). Entretanto, poucos estudos tém sido conduzidos para avaliar a influéncia dos genotipos
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DARC positivos na aquisi¢do de anticorpos anti-PvDBP pela sorologia convencional (Maestre et al., 2010;
King et al., 2011). Maestre e colaboradores (2010) sugerem que individuos que apresentam um tnico alelo
DARC positivo tem maior frequéncia de anticorpos anti-PvDBP detectados pela sorologia convencional
(Maestre et al., 2010). Entretanto, este estudo foi conduzido em uma regido onde a populagdo é em sua
grande maioria afro-descendente, portanto, altamente resistente ao P. vivax (DARC negativos). Além disso,
um estudo recente demonstrou que a variabilidade genética dos parasitos que circulam na Colombia ¢
diferente da maior parte das areas de risco de transmissdo de malaria no mundo (Sousa et al., 2011). Por outro
lado, King e colaboradores (2011) ndo encontraram nenhuma associacdo entre os gendtipos de DARC e a
resposta de anticorpos anti-PvDBPy; detectados pelo ELISA. Com relagdo a influéncia do genotipo do receptor
DARC na resposta de anticorpos inibitorios anti-PvDBPj;, apenas um tUnico estudo demonstrou que o
polimorfismo envolvendo o alelo FY*A parece influenciar na aquisi¢do destes anticorpos (King et al., 2011).
Entretanto, a influéncia dos diferentes gendtipos de DARC nesta resposta de anticorpos capazes de bloquear a

invasdo do merozoitos nos eritrocitos precisa ser mais estudada.

1.4.2 HLA (Antigeno Leucocitario Humano)

O Complexo de Histocompatibilidade Principal (MHC - Major Histocompatibility Complex) é
formado por um grupo de genes que codificam receptores proteicos de superficie celular ou moléculas
apresentadoras de antigenos identificadas originalmente por sua habilidade de provocar rejeicdo a enxertos
transplantados entre membros de uma mesma espécie (Dunham et al., 1987; Croua-Roy et al., 1994; Robinson
etal., 2001; Liuetal., 2011).

Em humanos, os receptores de superficie codificados pelos genes MHC sdo chamados antigenos
leucocitarios humanos (HLA — do inglés Human Leucocyte Antigens). Estes receptores sdo capazes de
reconhecer antigenos ativando células como linfécitos T, células NK, NKT e conduzindo a uma resposta
imune efetiva. A expressdo do HLA ¢ facilitada pelos estimulos inflamatorios e imune, particularmente por
citocinas como IFN-y (interferon-y), que estimula a transcri¢ao dos genes do HLA (Cogneta et al., 2010; Guo
etal., 2012).

O HLA est4 dividido de acordo com a estrutura e a fun¢do dos produtos génicos em trés regides
classificadas como: classe I, classe II e classe III. O sistema HLA ocupa uma regido de aproximadamente 4
megabases (Mb) no brago curto do cromossomo 6 (6p21.3) (Figura 7) (Senger et al., 1993). Mais de 220
genes organizados em “cluster” tém sido localizados no HLA e, no minimo 10%, tém fung¢des relacionadas ao
sistema imune. Sdo herdados em blocos ou séries chamados haplétipos e expressos codominantemente em
cada individuo (Donadi et al., 2000; Klein & Sato, 2000, Marsh et al., 2000. Robinson et al., 2001, revisto
por Oliveira & Sell, 2002).
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Figura 7 — Desenho esquematico ilustrando a localizacdo e organiza¢do do complexo HLA no cromossomo 6

e a disposi¢ao dos principais genes em cada loco. Fonte: modificado de Sociedad Latinoamerica de
Gastroenterologia  Pediatrica, Hepatotologia 'y  Nutricion, 2006. Disponivel em: http://e-
gastroped.com.br/jun05/cel02.jpg.

Entre todos os genes do HLA, apenas alguns estdo envolvidos com a apresentagdo de antigenos, sendo
denominados genes HLA classicos. Os genes HLA sdo expressos de forma co-dominante ¢ acompanham a
segregacdo mendeliana classica (Choo, 2007; Trivedi et al, 2007). As moléculas de classe I se ligam a
peptideos cujo processamento ¢ de origem intracelular e os apresentam para células T CD8+. As moléculas de
classe Il primariamente ligam-se a peptideos extracelulares e os apresentam para células T CD4+ resultando
na produc¢ao de citocinas ¢ ativagdo de células T auxiliares importantes para a producao de anticorpos (Torres,
2010). Recentemente, varios estudos tém demonstrado que as moléculas de classe III estdo envolvidas na

imunidade inata e na resposta inflamatoria (Harney et al., 2008; Maggioli et al., 2013).

A regido de classe I tem cerca de 2.000Kb e constitui a por¢ao mais telomérica do HLA. Esta regidao
contém os trés principais loci classicos funcionais (definidos como determinantes da rejei¢ao a enxertos), que
codificam as cadeias pesadas das proteinas HLA de classe [ — HLA-A, HLA-B e HLA-C — todos altamente
polimérficos e expressos pela maioria das células somaticas em niveis variados. A cadeia leve das proteinas
HLA de classe I (ndo polimorfica), denominada B2-microglobulina, ¢ codificada fora do HLA, por um gene
localizado no cromossomo 15. Os loci ndo-classicos de classe I incluem HLA-E, HLA-F, HLA-G, HFE e
MIC (Carosella et al., 1996; Fainardi et al., 2003).
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A regido de classe II, de aproximadamente 1.000Kb, constitui a por¢do mais centromérica do HLA.
Dentro dos loci de classe II estdo genes que codificam diversas proteinas que exercem papéis essenciais no
processamento do antigeno, como as proteinas de classe II classicas — HLA-DP, HLA-DQ e HLA-DR,
expressas na superficie das células apresentadoras de antigenos (APCs). O HLA de classe II também codifica
proteinas de classe II ndo classicas, como HLA-DM e HLA-DO (Le Bouteiller, 1997).

A regido de classe III do sistema HLA localiza-se entre os genes de classe I e de classe II e, apesar de
ndo ser tdo polimorfico como estes Ultimos, constitui o0 segmento do genoma humano com maior densidade de
genes. Os genes presentes nesta regido possuem fungdes variadas, destacando-se o seu papel na codificagdo de
proteinas soliveis importantes na modelagdo e regulagao da resposta imunitaria (Xie et al., 2003).

O HLA ¢ o sistema genético mais polimorfico no genoma humano. Este polimorfismo extenso de
genes HLA torna pouco provavel que dois individuos escolhidos aleatoriamente expressem grupos de
moléculas HLA idénticas. Este polimorfismo ¢ a base para a rejei¢do rapida de enxerto entre individuos

geneticamente diferentes (Petersdorf et al, 2003).

De acordo com o site http://hla.alleles.org/, que é vinculado ao Anthony Nolan Research Institute, até
outubro de 2013 foram descritos 10.104 alelos HLA, sendo 7.678 alelos de classe I € 2.268 alelos de classe 11

(Figura 8). O loci HLA classe II que tem maior variabilidade ¢ o DRB1, com 1.476 alelos, enquanto HLA-
DQAI tem 51 e DQB1 459 alelos ja identificados (http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/stats.html - Outubro

2013). Os antigenos HLA mostram ainda variagdes caracteristicas de um grupo racial para outro. As
frequéncias de alelos HLA individuais variam fortemente dentro de uma populacdo e entre populagdes
distintas. Esta diversidade, mais uma vez, refor¢a a necessidade do conhecimento das frequéncias de alelos ¢
haplotipos em populagdes especificas (Middleton et al., 2000; Bicalho et al., 2002; Mickelson et al., 2004;
Pena, 2005; Ferreira et al., 2005; Pimenta et al., 2006).
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Figura 8 - Polimorfismo génico do Sistema HLA. Disponivel em:

http://hla.alleles.org/inc/images/graph_hires.png (Fonte: modificado de Marsh, 2013).

No Brasil estudos recentes, realizados com populacdo nativa da Amazdnia Legal demonstraram que
dentro do loci DRBI1, o grupo alélico HLA-DRB1*04 tem se mostrado o mais frequente para a classe II do
HLA (Gonzalez-Galarza et al., 2011; Lima-janior et al., 2012). Foi descrito também que para o loci DQB1*, o
alelo DQB1*03 tem se destacado na populagdo da Amazodnia brasileira (Lima-junior et al., 2012). Entre
populagdes amerindias, mais especificamente em duas populagdes indigenas (Guarani e Kaingang) foi
descrito que para o loci DQA1* o grupo alélico mais frequente foi DQA1*01 (Tsuneto et al., 2003).
Entretanto, a grande variabilidade do Sistema HLA, faz com que ainda sejam necessarios muitos estudos para
que se possa determinar a frequéncia alélica deste Sistema a nivel mundial. Estudos aprofundados do
polimorfismo do Sistema HLA em populagdes miscigenadas podem revelar diferentes frequéncias de alelos e
haplotipos de HLA, em comparagdo com outros grupos raciais e étnicos, que pode influenciar as associagdes
entre HLA e resposta imune. Estas diferengas contribuem para a discriminagdo entre alelos diretamente

envolvidos no desenvolvimento de doengas e aqueles apenas intimamente ligados.

A eficiéncia da resposta imune de cada individuo estd condicionada ao HLA (Thorsby,1997). Até o
momento, ja foram descritas muitas associagdes importantes entre antigenos HLA e susceptibilidade a varias
doengas, tais como: espondilite anquilosante, doenga de Crohn, hepatite B, diabetes mellitus, leishmaniose,
esquistossomose, entre outras (Brewerton et al., 1973; Lara et al., 1991; Kornbluth et al., 1998, McManus et
al.,2001; Han et al. 2005). Por outro lado, moléculas de HLA podem ser consideradas como fatores de

protecao para determinadas doencas interferindo tanto na infec¢do quanto na progressao da doenga. Dentre
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estas doengas, podemos citar: HIV, vasculite reumatdide, dengue, entre outras (Kaslow et. al.1996; Tadeu,
1999; Nishimura et al., 2012).

No caso da malaria, varios estudos tém mostrado que alelos especificos de HLA desempenham
importante papel no desenvolvimento da malaria cerebral (Diakite et al., 2009; Lopez et al., 2010; Cserti-
Gazdewich et al., 2011; Hirayasu et al., 2012). Ja foi demonstrado também que alelos especificos de HLA
estdo intimamente associados ao desenvolvimento de anemia em individuos acometidos pela maléria (Guerra,

2003).

1.4.2.1 HLA classe II e a resposta imune a antigenos de malaria

Estudos mostram que o polimorfismo genético do HLA de classe Il pode influenciar na resposta de
anticorpos (Germain 1999; McFarland & Beeson, 2002). Varios estudos mostram que este polimorfismo esta
relacionado a infeccdo pela maléria e a capacidade do individuo de elaborar uma resposta imune humoral

(Patarroyo et al., 1991; Nardin et al., 2001).

O HLA pode influenciar na resposta imune contra varios antigenos de maléria. Estudos mostram que o
HLA de classe II, incluindo o HLA-DR, HLA-DQ e HLA-DP podem modular a produ¢do de anticorpos contra
varios antigenos candidatos a vacina (Germain 1999; McFarland & Beeson, 2002). O loci HLA-DR por ser o
mais polimorfico, tem sido amplamente estudado e de fato, observou-se que ele apresenta um papel crucial na
resposta de anticorpos contra varios antigenos, incluindo proteinas do P. falciparum (RAP1, RAP2, AMAI e
EBA-175), e do P. vivax (CSP, MSP-1, MSP-3 alfa, MSP-9) (Johnson et al., 2000, 2004; Banic 2004; Cifuentes
et al., 2005; Lima-Junior et al., 2012). Stephens e colaboradores (1995) descreveram acentuada resposta de
anticorpos em individuos tailandeses vacinados com antigenos da proteina circunsporozoita (CS) de P.
falciparum e a presenca do HLA DRB1*0501. Ensaios de vacina utilizando multiplos antigenos de
esporozoitos de P. falciparum obtiveram altos niveis de imunizagdo. Entretanto, esta resposta mostrou-se
geneticamente restrita a individuos que apresentavam especificamente trés alelos do HLA de classe II: HLA
DRB1*0401, DRB1*1101 ¢ DQB1*0603. Por outro lado, o alelo DRB1*0701 foi associado a baixos niveis de
resposta de anticorpos (Nardin et al., 2000).

Em um estudo realizado no Brasil, individuos expostos ao P. vivax, ndao foi observada nenhuma
associagdo entre as moléculas de HLA-DR e a resposta de anticorpos contra a variante P. vivax-like. Entretanto,
foi observada associagdo entre a resposta de anticorpos para VK247 e a presen¢a dos antigenos HLA-DR16 e
entre HLA-DR7 e a auséncia de anticorpos de resposta para VK210 (Oliveira-Ferreira et al., 2004).

Até o momento, um unico estudo investigou a influéncia do polimorfismo do HLA na resposta de
anticorpos anti-PvDBP detectados pela sorologia convencional, ndo sendo encontrada nenhuma associacao

entre alelos de HLA-DRBI e resposta de anticorpos (Storti-Melo et al., 2012). Entretanto, este estudo incluiu
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um nimero muito pequeno de individuos, o que ndo foi representativo para estudos genéticos de HLA. Sendo
assim, a caracterizacao dos geno6tipos de HLA em estudos de base populacional ¢ fundamental para contribuir

no entendimento da influéncia deste fator genético no desenvolvimento de uma resposta imune protetora.
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2 JUSTIFICATIVA

A malaria causada pelo P. vivax atinge milhdes de pessoas no mundo sendo responsavel por grande
parte da morbidade da malaria humana. De importancia, causando prejuizos consideraveis sobre comunidades
que vivem em areas endémicas. No Brasil, essa ¢ a espécie mais prevalente, tendo sido responsavel por mais
de 80% dos casos de malaria (WHO, 2012). Considerando que a malaria causada por P. vivax ¢ um problema
de saude publica em varias regides do mundo, e principalmente no Brasil, ¢ fundamental o conhecimento da
biologia do parasito para o desenvolvimento de medidas mais efetivas que auxiliem no controle da doenga.

Nosso grupo de pesquisa vem desenvolvendo ha varios anos estudos que sugerem que a baixa resposta
de anticorpos anti-PvDBP pode estar relacionada a caracteristicas do parasito e do hospedeiro vertebrado
(Ceravolo et al., 2009; Kano et al, 2012). Entre as caracteristicas do parasito estdo a baixa imunogenicidade
da PvDBP e/ou limitada exposicdo desta proteina ao sistema imune, visto que esta proteina s6 ¢ exposta na
superficie do parasito no momento da invasdo. Outra caracteristica que pode influenciar na baixa resposta
imune seria o alto polimorfismo na regiao do ligante (regido II) da PvDBP (Sousa et al., 2010, Sousa et al.,
2011). Entretanto, estas caracteristicas do parasito nao explicam o fato de que a maioria dos individuos
expostos a diferentes variantes do parasito, por um longo periodo de tempo, ndo sdo capazes de desenvolver

anticorpos bloqueadores.

Além da influéncia de fatores do parasito na resposta imune, pode-se considerar ainda fatores
genéticos do hospedeiro vertebrado, que no caso do P.vivax tem sido pouco estudados. Este é o caso, por
exemplo, da possivel influéncia dos gendtipos do receptor DARC na produgdo de anticorpos anti-PvDBP
(Maestre et al., 2010; King et al., 2011). Até o momento, estudos relacionados a influéncia dos genétipos de
DARC na resposta imune funcional a PvDBP sdo inexistentes. Portanto, a caracterizagdo do gendtipo de
DARC em populag¢des naturalmente exposta ao P.vivax pode esclarecer se este fator genético do hospedeiro
influencia no desenvolvimento de uma resposta imune eficiente, o que poderd contribuir para o

desenvolvimento de uma vacina anti-PvDBP.

Outro fator genético do hospedeiro vertebrado que pode interferir na resposta imune contra antigenos
da malaria é o Sistema HLA (Johnson et al., 2000, 2004; Banic 2004; Cifuentes et al., 2005; Lima-Janior et
al., 2012). Entretanto, um tnico estudo referente a influencia do polimorfismo do Sistema HLA na resposta
de anticorpos anti-PvDBP foi realizado, sendo este avaliado apenas a nivel de sorologia convencional (Storti-
Melo et al., 2012). Neste estudo, que avaliou os alelos de HLA-DRBI e resposta imune, ndo foi encontrada
nenhuma associagdo entre esses alelos e resposta de anticorpo. Entretanto, este estudo incluiu um ntimero
muito pequeno de individuos. Diante disso, a caracterizacdo dos gendtipos de HLA em estudos de base

4

populacional é fundamental para contribuir no entendimento da influéncia deste fator genético no
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desenvolvimento de uma resposta imune protetora. Estes achados podem futuramente auxiliar nos estudos

para o desenvolvimento de uma vacina antimalarica.

Em 2008, o nosso grupo de pesquisa iniciou um estudo de base populacional, do tipo coorte, em uma
area de assentamento agricola, no estado do Amazonas, comunidade de Rio Pardo (Kano et al., 2012). Assim,
o trabalho de campo no assentamento ofereceu uma oportunidade Unica para estudar aspectos genéticos

relacionados ao individuo que poderiam estar interferindo na resposta de anticorpos anti-PvDBP.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia do polimorfismo do receptor DARC e do HLA classe II na resposta imune anti-PvDBP

3.2 Objetivos especificos

1) Analisar a influéncia do polimorfismo genético do receptor eritrocitico do hospedeiro vertebrado
(receptor DARC) na resposta imune convencional e funcional a PvDBP;

2) Analisar in vitro se anticorpos anti-PvDBP reconhecem igualmente eritrocitos pertencentes aos diferentes
genotipos de DARC;

3)Associar os polimorfismos do HLA classe II com a resposta imune convencional e funcional a PvDBP.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Area e populacio de estudo

O estudo foi desenvolvido no assentamento agricola de Rio Pardo (1°46°S, 1°54°S, 60°22°0, 60°10°0),
localizado no municipio de Presidente Figueiredo, estado do Amazonas (Figura 9). A localidade rural de Rio
Pardo situa-se a aproximadamente 160km de Manaus, com acesso pela rodovia federal (BR-174) que liga o
estado do Amazonas ao estado de Roraima. O assentamento agricola foi oficialmente criado em 1996, pelo
Instituto Nacional de Colonizagdo e Reforma Agraria (INCRA), como parte dos grandes projetos de
colonizagdo da Amazoénia focados na agricultura e ocupagdo humana da regido (de Castro et al., 2006). Nesta
comunidade a populagdo vive principalmente da agricultura de subsisténcia e pesca. A temperatura média
anual da regido ¢ de 31°C, com clima umido e precipitacdo média anual de 2.000mm. Existem duas esta¢des
bem definidas: um periodo chuvoso (novembro a maio) e um periodo de seca (junho a outubro). O
assentamento ¢ composto por sete areas denominadas “ramais’: Principal, Samuel, Novo Paraiso, Gusmao,
Terra Preta, Taxista ¢ Novo Progresso - que inclui as familias assentadas de ambos os lados de vias nao
pavimentadas. Além disto, ha uma populagdo ribeirinha, que vive as margens do Igarapé de Rio Pardo. Nesta
area, um censo da populacdo (setembro a outubro de 2008) identificou 701 habitantes, onde 360 (51,4%)
residiam nas areas de ramais e 341 (48,6%) no Igarapé. Os servigos de satude oficiais disponiveis sdo restritos,
com apenas um posto de diagnostico de malaria dentro da comunidade, que fornece o diagndstico e tratamento

gratuito para os moradores da area.
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Figura 9 - Mapa do estado do Amazonas, regido noroeste do Brasil, mostrando a localizagdo do assentamento
agricola de Rio Pardo, dentro da municipalidade de Presidente Figueiredo (area em cinza dentro do estado do
Amazonas), localizado ha aproximadamente 160Km da capital Manaus.
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4.2 Desenho experimental do estudo

Os aspectos éticos e metodoldgicos do presente estudo foram aprovados pelo Comité de Etica de
Pesquisa em Seres Humanos do Centro de Pesquisas René Rachou (Carta de Aprovagdao N°007/2006 e
N°07/2009), de acordo com a Resolugdo do Conselho Brasileiro de Satde- CNS 196/96. A descrigao
detalhada do estudo de coorte na comunidade de Rio Pardo foi publicada recentemente por Kano e
colaboradores (Kano et al., 2012). Resumidamente, o estudo de coorte aberta de base populacional foi
iniciado em novembro de 2008, e os seguintes procedimentos foram realizados durante a primeira viagem da
equipe de campo para a area: (i) aplicagdo de um questionario estruturado para todos os voluntarios a fim de
obter dados demograficos, epidemioldgicos e clinicos; (ii) exames fisicos dos individuos, incluindo
temperatura corporal e avaliagdo do tamanho do figado e do baco; (iii) busca ativa de pacientes com malaria
diagnosticados através de microscopia Optica (gota espessa); e (iv) coleta de sangue, sendo que dos individuos
acima de cinco anos de idade foi coletado sangue venoso (10mL em EDTA) e das criangas com menos de
cinco anos de idade, o sangue foi coletado em papel filtro no momento do diagnostico. Dos 541 individuos
incluidos na linha de base, 395 (73%) tiveram amostras de DNA e plasma necessarias aos ensaios moleculares

e sorologicos.

Ap0s seis e 12 meses, dois outros inquéritos transversais idénticos foram realizados. Foram recrutados
154 individuos adicionais no 2° corte (junho de 2009) e 71 individuos no 3° corte (outubro-novembro de
2009), totalizando 620 voluntarios que contribuiram com o DNA e amostras de plasma. Dos 620 individuos
incluidos no estudo, 205 (33%) tiveram amostra de plasma coletada nos trés cortes consecutivos (amostras

pareadas).

As caracteristicas dos 620 individuos incluidos no estudo estdo demonstradas na Tabela 1. A mediana
de idade de 28 anos e a propor¢do de homens e mulheres 1,4:1. Nesta populacdo, a idade dos individuos
corresponde ao tempo de exposi¢ao a malaria na Amazoénia brasileira (r = 0,91; p<0,0001, teste de correlacao
de Pearson); o que demonstra que estes individuos estavam residindo na regido amazdnica por cerca de 24
anos. No momento da primeira coleta de sangue do individuo, foram identificadas pela microscopia optica 19
(3%) infecgdes agudas, sendo que 17 (90%) das infecgdes foram causadas pelo P. vivax. Através da técnica
de PCR foram identificadas 17 infecgdes adicionais, sendo 15 causadas por P. vivax e duas por P. falciparum.
Nenhuma infec¢do por P. malariae ou infec¢do mista foram detectadas tanto pela microscopia optica quanto

pela PCR.
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Tabela 1. Caracteristicas demograficas, epidemiologicas dos 620 individuos
acompanhados no estudo, Rio Pardo/AM.

Caracteristicas
Mediana de idade, anos (IQR) 28 (14 - 47 anos)
Género, homem:mulher 1,4:1

Infeccdes por malaria, n (%)

Microscopia Optica 19 (3,1)
PCR 17 (2,7)
Total 36 (5,8)

Tempo de exposi¢ao a maldria, mediana (IQR) 24 (13 - 41 anos)
Episodios prévios de maléria, mediana (IQR) 5(1-11)

IQR=intervalo interquartil

Os 620 participantes foram acompanhados por uma média de 7 meses (10 dias — 12 meses), totalizando
uma contribui¢do de 4.646 pessoas-més. Baseado em casos confirmados parasitologicamente, a densidade de
incidéncia de P. vivax foi de 2,32 episodios de malaria por 100 pessoas-més (95% IC: 1.92-2.80/100 pessoas-
més) e 0,04 episodios por 100 pessoas-més para P. falciparum (95% IC: 0.007-0.14/100 pessoas-més).

4.3 Genotipagem do antigeno de grupo sanguineo DARC pela Rea¢do em Cadeia da Polimerase em

tempo real

A genotipagem do antigeno de grupo sanguineo DARC foi realizado segundo protocolo previamente
descrito por Sousa et al., 2007, com modificagdes. Resumidamente, as amostras de DNA extraidas foram
processadas em placas oticas de 96 pocos (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) para a amplificagdo
dos alelos de DARC. O volume final da reac¢do foi de 20pL contendo 50-100ng de DNA gendmico, 10uL
SYBR® Green PCR master mix (Biosystems), e 0,1-1,0 pmoles de cada iniciador (Biosystems). A
amplificagdo ¢ a fluorescéncia foram detectadas utilizando ABI Prism® 7000 Sequence Detection System
(Applied Biosystems). As condi¢des da PCR foram: um ciclo de 95°C por 10 minutos, seguido de 35 ciclos de
95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Apos a amplificacdo, foi realizado um ciclo de dissociacdo com

variagdo crescente de temperatura (60°C a 95°C).

Os oligonucleotideos iniciadores (primers) (Tabela 2) foram desenhados no programa Primer Express®

v.2.0 (Applied Biosystems), como descrito por Sousa e colaboradores (2007) com pequenas modificagdes. Os
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primers originais FGATA e RYA foram substituidos por FGATANEW ¢ RYANEW. Os pares de iniciadores
FY/RYANEW e FAB/RABGATA foram utilizados na mesma reagdo, como uma reacdo de PCR multiplex,
bem como os pares FY/RYB e FGATANEW/RABGATA. Os iniciadores RYANEW e RYB apresentam o
polimorfismo G125A na extremidade 3’ e juntamente com o iniciador senso FY amplificam os alelos FY*A e
FY*B, respectivamente. Para detec¢do da mutagdo T- 67C na regido promotora do gene FY, foram desenhados
os iniciadores FAB e FGATANEW, que amplificam juntamente com o iniciador RABGATA, o promotor
selvagem e o mutado, respectivamente. Como os iniciadores FAB/FGATANEW e RYANEW/RYB sdo
semelhantes foi introduzida uma alteracdo no nucleotideo imediatamente anterior ao nucleotideo polimérfico,
com o objetivo de impedir a amplificacdo inespecifica dos alelos. A alteracio impede o pareamento
nucleotidico na extremidade 3’ entre o iniciador nao-especifico e a fita molde de DNA. Uma segunda
modificagdo no iniciador FGATANEW foi realizada a partir da adi¢gdo de uma cauda C/G na regido 5’ do
iniciador, com a finalidade de aumentar a diferenca de tamanho e temperatura de dissociacdo dos produtos da

PCR em tempo real amplificados com o par de iniciadores FAB e FGATANEW.

Tabela 2: Sequéncia dos iniciadores utilizados para a reacdo da genotipagem de DARC
por PCR em tempo real.

Nome dos Regiao Sequéncia dos iniciadores Regiao
Iniciadores
FGATANEW % CCC GGG CCC GCC GCC CTCA TTA 3
GTC CTT GGC TCT TGC
FAB* h) CCCTCATTA GTCGGC TCT TTT 3
RABAGATA* 5§ A GGG GCA TAG GGA TAA GGG ACT 3
FY* 5 C TCA AGT CAG CTG GAC TTC GAA 3
GAT
RYANEW 5 AG CTG CTT CCA GGT TGG CGC 3
RYB* 5' CTG CTT CCA GGT TGG CGT 3

*Primers originalmente descritos por Sousa et al. (2007); os iniciadores FGATANEW
¢ RYANEW foram desenhados no presente trabalho (Programa Primer Express®
v.2.0 (Applied Biosystems).
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4.4 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

Os ensaios de ELISA para detec¢do de anticorpos IgG anti-PvDBP foram realizados utilizando duas
proteinas recombinantes correspondendo a regido II (PvDBPy) e regidao II-IV (PvDBPjy). A proteina
PvDBPy; inclui os aminoacidos 243-573 (regido II) e foi expressa em sistema procarioto em fusao com uma
cauda de poli-histidina (6xHis) de 39 kDa, ja descrita previamente (Ntumngia et al., 2012). A proteina
recombinante PvDBPy1y contém os aminoacidos 132—-771 (regido II-1V), sendo expressa com uma proteina
de fusdo soltavel glutationa S-transferase de Schistosoma japonicum (GST), de 140kDa, previamente descrita
(Fraser et al., 1997; Ceravolo et al., 2005).

Os ensaios foram realizados segundo protocolo padriao, sendo a diluicado dos anticorpos primarios e
secundarios determinados previamente por titulagdo (Ceravolo et al., 2005). A concentragdo dos antigenos
recombinantes PvDBPy; e PvDBPy 1y, foram 3pg/mL e 1,25ug/mL respectivamente. Os 96 pogos das placas de
ELISA (Maxysorp, Nunc, Denmark) foram sensibilizados por 12h a 4°C. Posteriormente, as placas foram
lavadas com tampdo de lavagem [(0,05% tween 20 em PBS1X, pH 7,2, (PBS-T)] e a cada pogo foram
adicionados 200uL de tampdo de bloqueio [5% de leite em pd (Molico) diluido em PBS-T]. Apos 1h de
bloqueio a 37°C, as placas foram lavadas trés vezes com PBS-T, e 100uL dos soros testes foram adicionados
aos pocos, em duplicatas, na dilui¢ao de 1:100 em PBS-T adicionado de 1,5% de leite em pd. Apods incubacao
por 1h a 37°C, as placas foram lavadas com PBS-T por 10 vezes e incubadas novamente, nas mesmas
condig¢des, com 100pL/poco do anticorpo anti-IgG humano conjugado a peroxidase, diluido a 1:1.000 (PBS-T
com 1,5% de leite). Apods a lavagem, foi adicionado 100uL/pogo de solucdo contendo 10mg de OPD (o-
phenylenediamine dihydrochloride substrate - Sigma-Aldrich, USA) diluido em 50 mL de tampao citrato de
sodio (0,1M pH 5,0) na presenga de 40uL de perdxido de hidrogénio (H»0,) a 30% (Sigma-Aldrich). A
reatividade dos anticorpos anti-PvDBP foi determinada pelo valor obtido da absorbancia no comprimento de
onda de 490nm (D.O. 490nm), realizada em um leitor de ELISA (Stat Fax-2.100, Awareness Tecnology, Palm
City, FL). Para os soros testados com a proteina PvDBPyy1y, as absorbancias foram corrigidas do valor obtido
da proteina controle, GST. O limite de positividade (cut-off) entre os resultados positivos e negativos foi
estabelecido entre a média observada pelos soros de 30 individuos nunca expostos a maldria, acrescida de trés
desvios-padrdo. O valor da D.O. foi dividida pelo cut-off para a obtengdo dos valores de IR (Indice de

Reatividade). Valores de IR > 1 foram considerados positivos.
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4.5 Culturas Celulares

Para realizacdo dos ensaios funcionais foi utilizada uma linhagem de células de mamiferos
permissiveis a transfeccdo, COS-7, originalmente isolada a partir de células de rim de primata ndo humano
africano, e modificada pelo virus SV 40 (American Type Culture Collection - ATCC, Manassas, VA). Para
realizagio dos ensaios funcionais, as células COS-7 foram mantidas em garrafas de cultura de 75cm” (Corning
Incorporatioted, EUA) contendo 10mL do meio de cultura Dulbecco’s Minimal Eagle Medium (DMEM)
(Gibco, Invitrogen Corporation Rockville, MD, EUA). O meio para manuten¢do das células (meio DMEM
completo) continha 5% de soro bovino fetal (SBF) inativado (Invitrogen Life Technologies, Rockville, MD,
EUA), 25mM de bicarbonato de sédio, 2mM de L-glutamina (Gibco, Invitrogen Corporation Rockville, MD,
EUA), 100UI/mL de penicilina (Gibco, Invitrogen Corporation Rockville, MD, EUA), 100ug/mL de
estreptomicina (Gibco, Invitrogen Corporation Rockville, MD, EUA) e 25mM de Hepes (Sigma). As culturas
foram mantidas em estufa a 37°C com 5% de CO2 e 95% de umidade, sendo os repiques realizados a cada
dois dias, utilizando-se solucdo de tripsina e EDTA a 0,25% (Gibco), conforme protocolo padrdo (Phelan,

2003).

4. 6 Transfeccao de células COS-7 e ensaio funcional

Para os ensaios de transfeccao utilizou-se um plasmideo construido previamente pelo nosso grupo de
pesquisa que contém o gene da DBPy; da variante de P. vivax mais frequente no Brasil (Souza-Silva et al.,
2010). Para os ensaios de transfeccdo utilizou-se a lipofectamina e reagente Plus (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA), nas concentragdes e protocolos indicados pelo fabricante. Resumidamente, as
células COS-7 foram adicionadas as placas de cultura de seis pocos (Nunc, Denmark) (1,5 x 10° células/poco)
e entdo transfectadas com 0,5ug/poco de DNA plasmidial e complexos de lipossomos (5% de reagente Plus e
3% de lipofectamina) em meio de cultura DMEM (Gibco-BRL Life Technologies, Rockville, MD) sem soro
bovino fetal (SBF) (meio DMEM incompleto). Este meio incompleto continha 25mM de bicarbonato de
sodio, 2mM de L-glutamina (Gibco, Invitrogen Corporation Rockville, MD, EUA) e 25mM de Hepes
(Sigma). Apos 6h de incubagdao do complexo lipossoma-DNA (37°C, 5% de CO2 e 95% de umidade), o meio
de transfec¢do foi substituido por meio DMEM contendo 10% SBF (Gibco), 2mM de L-glutamina (Gibco),
25mM de Hepes (Sigma-Aldrich), 25mM de bicarbonato de sédio (Merck, Darmstadt, Germany), 100UI/mL
de penicilina e 100pug/mL de estreptomicina (Gibco), sendo as placas incubadas a 37°C. Apds 24h, o meio de
cultura foi novamente substituido por meio DMEM completo, e a eficiéncia da transfec¢do verificada por
meio da visualizacdo das células em um microscopio de fluorescéncia. Quarenta e oito horas apds a

transfec¢do, as placas foram lavadas com meio DMEM incompleto, e as células incubadas com os
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soros/plasmas-testes (37°C, 1h, 5% de CO2) diluidos em meio DMEM incompleto. A dilui¢do utilizada foi de
1:40, pois em ensaios prévios, essa diluicao apresentou a melhor inibi¢ao interacdo ligante-receptor quando
diferentes soros foram testados. Posteriormente, foram adicionados 200pL/pogo de uma solugdo a 10% de
eritrocitos humanos O/DARC positivos em meio DMEM completo e as placas incubadas a temperatura
ambiente por 2h. Ao final da incubagdo as placas foram lavadas, trés vezes com meio DMEM incompleto,
para remogao dos eritrocitos nao aderentes. As rosetas formadas a partir da interacao ligante-receptor (Figura
10) foram quantificadas (20 campos/po¢o) em um microscopio estereoscopio de fluorescéncia invertido e com
contraste de fase (200x) (Nikon, Melville, NY, USA). As rosetas s6 foram quantificadas quando eritrocitos
aderentes cobriram mais que 50% de sua superficie celular (Michon et al., 2000). A porcentagem de inibi¢ao
foi calculada de acordo com a formula 100 x (Rc - Rt)/Rc, onde Rc ¢ a média do nimero de rosetas presente

no controle e Rt a média do nimero de rosetas presentes nos soros-testes.

(A)

(B)

Figura 10 - Ensaio funcional ilustrando as células COS-7 expressando a PvDBPy.. (A) A figura mostra a
presenca de eritrocitos aderidos as células COS-7 transfectadas (rosetas) através da ligacdo DBPy/DARC. (B)
A figura ilustra a ausé€ncia de ligagdo entre eritrocitos e as células COS-7 transfectadas em fungao da presenga
de anticorpos inibitdrios no soro.

4.7 Genotipagem do Antigeno Leucocitario Humano (HLA)

No presente trabalho, a genotipagem dos alelos dos gene do Sistema HLA classe II (DRBI1, DQBI ¢
DQAL1) foi realizada pelo método molecular de alta resolugdo, PCR-SSO (Polymerase Chain Reaction -

Specific Sequence of Oligonucleotides) utilizando o kit One Lambda (Canoga Park, CA, USA) com tecnologia
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Luminex, conforme recomendag¢des do fabricante. A amplificagdo do DNA alvo utilizando iniciadores
especificos para os loci HLA-DRB1 (alelos 01-16), HLA-DQAT1 (alelos 01-06) ¢ HLA-DQB1 (02-06) foi
realizada conforme protocolo bem estabelecido pelo grupo da nossa colaboradora Dra. Ana Maria Sell (UEM-
Universidade Estadual de Maringd). A amplificagdo dos fragmentos de DNA foi verificada em eletroforese
em gel de agarose a 2,5%. A visualizacdo das bandas foi realizada pela coloracdo com brometo de etidio e
exposicao a luz ultravioleta. A interpretacao dos resultados foi baseada na presenga ou auséncia de fragmentos
especificos de DNA amplificados. Posteriormente, os DNAs amplificados foram submetidos a hibridizacao
com microesferas ligadas aos oligonucleotideos especificos para os alelos de HLA de classe II conjugados a
biotina, seguida de incubacdo com a estreptavidina conjugada com ficoeritrina. A leitura da reagdo foi
realizada por meio de um citometro de fluxo. Este ensaio foi realizado no Laboratério de Imunogenética da

Universidade Estadual de Maringd, em colaboragdo pela a Dra. Ana Maria Sell.

4. 8 Analise estatistica

Um banco de dados contendo informagdes demograficas, epidemiologicas, clinicas e imunoldgicas de

cada participante do estudo foi criado utilizando o programa Epidata (http://www.epidata.dk). Dependendo da

distribuicao dos dados amostrais (seguem ou ndo uma distribui¢cdo normal) testes estatisticos paramétricos e
ndo paramétricos foram utilizados. Assim, correlagdes lineares entre duas variaveis continuas foram realizadas
utilizando o coeficiente de correlacdo de Pearson ou Spearman. Para comparar propor¢des independentes
foram utilizados o teste Z (dados paramétricos) ou Qui-quadrado (Xz) (dados ndo paramétricos). Para avaliar
correlagdes entre proporgdes foi utilizado o teste McNemar. Para comparar a diferenga de médias/medianas
foram utilizados os teste de analise de variancia (ANOVA) (dados paramétricos) ou Kruskal-Wallis (dados
nao paramétricos) seguido de teste de Tukey ou Dunn como teste post hoc. Para determinar as taxas de
incidéncia (pessoas-tempo) foi utilizado o teste Mid-P exato. A primeira parte das andlises estatisticas que
envolveram polimorfismos de DARC e resposta imune foram realizadas no programa Stata, versdo 12 e
OpenEpi (http://www.openepi.com/v37/Menuw/OE_Menu.htm), considerando o nivel de significancia de 5%

(p <0,05).

No caso especifico do HLA as analises que envolveram delineamento transversal foram realizadas
empregando-se a Regressdo Logistica utilizando o algoritmo stepwise, método backward. De acordo com a
categorizacdo dos dados foi utilizada a Regressédo Logistica binomial (comparacdo entre dois grupos) ou
Multinomial (comparagdo entre trés grupos). Para as andlises que envolveram o delineamento longitudinal dos
dados, foi utilizado a Regressdo Marginal Logistica, univariada (frequéncia alélica < 5%) ou multivariada

(frequéncia alélica > 5%). Todas as analises de HLA com a resposta de anticorpos foram realizadas utilizando
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o Programa R versdo 3.0.1. (http://www.r-project.org) com o suporte do estatistico André Gabriel F.C. da

Costa (ABG Consultoria Estatistica LTDA). Em todas as andlises o nivel de significancia adotado foi de 5%.
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5 RESULTADOS
5.1 Distribuicao de frequéncia dos genétipos DARC na populac¢io estudada

Na populagdo estudada, o gendtipo FY*A/FY*B foi o mais frequente (29,4%), seguido dos gendtipos
FY*A/FY*A e FY*A/FY*B®® (Figura 11A). Como esperado, o gendtipo FY*BE/FY*B® correspondente ao
fenotipo DARC negativo, foi pouco frequente na populagdo estudada (3,2%). Com relagdao aos alelos de
DARC, foi observado uma predominancia significativa dos alelos DARC nao-silenciados na populagdo, com
FY*A > FY*B > FY*B®® (p < 0,0001, teste Z) (Figura 11B). Além disso, as variaveis demogréficas e
epidemioldgicas associadas ao risco de infec¢do por maldria (tais como idade, género e local de residéncia)

foram distribuidas igualmente entre os individuos carreadores dos diferentes gendtipos de DARC (dados ndo

mostrados).
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Figura 11 - Distribui¢cdo dos gendtipos e alelos de DARC na populagao de Rio Pardo/AM. A) Porcentagem
de individuos carreadores de diferentes genotipos de DARC (FY*A/FY*B, FY*A/FY*A, FY*A/FYBES,
FY*B/FY*B, FY*B/FY*B® ¢ FY*BES/FY*BES). Diferentes letras localizadas acima das barras (a-¢) indicam
diferengas nas frequéncias dos genotipos de DARC (p < 0,05, determinado pelo teste Z). B) Frequéncia
alélica (FY*A > FY*B > FY*BF®).
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5.2 Resposta de anticorpos anti-PvDBP em func¢io da sazonalidade dos episddios de malaria

A distribuicao temporal de episodios de malaria causados por P. vivax de acordo com indice
pluviométrico no periodo de novembro/08 a novembro/09 esté representada na Figura 12A. Como esperado,
o numero de episddios de maléria variou com a estagdo do ano e com o indice pluviométrico.

Os anticorpos anti-IgG contra a principal variante presente na regido estudada (Sal-1) foram detectados
pela sorologia convencional (ELISA) utilizando-se duas proteinas recombinantes, PvDBPy (regido do
ligante) e PvDBPp v (proteina recombinante maior correspondendo as regides II-IV). Entre os 620
participantes, 395 participaram do estudo no primeiro corte (linha de base), 410 no segundo corte (6 meses
depois) e 407 no terceiro corte (12 meses depois).

A Figura 12B ilustra a resposta de anticorpos anti-PvDBP ao longo do estudo, nos individuos com ou
sem malaria aguda. No primeiro corte, 32% a 36% responderam a regido II (PvDBPy) e 44% a 50%
responderam a regido II-IV (PvDBPy.1y). De grande importincia, foi observado que o perfil de resposta
anti-PvDBP; permaneceu relativamente estavel ao longo do estudo, sendo independente do perfil de
transmissao de maldria. Por outro lado, o perfil de resposta anti-PvDBPy.;y variou de acordo com a
transmissdo de maléria; mais especificamente, variou de 50% a 29% (p < 0,05, teste Z). Nesta populagdo, a
resposta de anticorpos anti-PvDBP ndo parece ser influenciada por infec¢dao aguda, visto que a frequéncia de
resposta foi semelhante para os grupos agudos e ndo agudos (p > 0.05 para todas as comparagdes).
Entretanto, o baixo numero de infeccdes agudas identificadas na populacdo de estudo, impediu qualquer
conclusdo sobre a associacdo de infec¢do e resposta de anticorpos anti-PvDBP. Desta forma, as infecgdes
agudas ndo foram exploradas nas analises posteriores.

Foi possivel observar também que, enquanto 50% daqueles que respondem a PvDBPj foram
classificados como alto respondedores (IR > 4), a maioria dos que respondem a PvDBPy v tiveram

resposta mais baixa (70 a 85%, IR < 4).
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Figura 12 - Distribuigdo temporal dos episodios de malaria causados por P. vivax, e resposta de anticorpos
IgG anti-PvDBP pelo ELISA; Amazonas, Brasil (nov 2008-dez 2009). (A) O numero de episoddios de
malaria, detectados pela microscopia Optica variou de acordo com a estagdo do ano e precipitacdo anual de
chuva. (B) Frequéncia de anticorpos anti-PvDBPy e anti-PvDBPy. v detectados pela sorologia convencional
(ELISA), ao longo do estudo (linha de base, 6 ¢ 12 meses depois). Os individuos foram agrupados de acordo
com a presenga (sim) ou auséncia (ndo) de infeccdo aguda no momento da coleta de sangue. Os resultados
estdo representados pela frequéncia de respondedores (porcentagem acima dos graficos), sendo o IR > 1
considerado positivo. As diferentes letras localizadas acima dos graficos (a-c) indicam diferencas nas
frequéncias de resposta de anticorpos entre os diferentes cortes.
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5.3 Associacio da resposta de anticorpos anti-PvDBP detectados no ELISA com o gendtipo do
receptor DARC

Para determinar se o polimorfismo de DARC ¢ capaz de influenciar a resposta de anticorpos anti-
PvDBP, os individuos foram separados em grupos de acordo com o gendtipo de DARC, isto é, carreadores
de dois alelos DARC positivos (FY*A/FY*A, FY*A/FY*B, FY*B/FY*B), de um alelo DARC positivo
(FY*AIFY*B®®, FY*B/FY*B®), ou nenhum (FY*B"™/FY*B"). Inicialmente, avaliou-se a frequéncia de
anticorpos contra a PvDBPy; (Figura 13). Como esperado, a frequéncia de anticorpos entre os individuos
carreadores de nenhum alelo DARC-positivo (FY*B/FY*B®®) foi muito baixa e o padrdo de resposta se
manteve estavel ao longo do tempo, ou seja, durante todo o estudo de coorte (Figura 13A). Entre os
individuos que carreavam pelo menos um alelo DARC-positivo, cerca de 30% (29-36%) tinham anticorpos
anti-PvDBPy;, ndo sendo observada diferenca entre os individuos carreadores de um ou dois alelos DARC
positivos (Figura 13A).

Dos 620 individuos incluidos no estudo, 205 tiveram amostras de plasma coletadas nos trés cortes
transversais (amostras pareadas). Assim, analisou-se a resposta de anticorpos anti-PvDBPj; entre os
individuos deste subgrupo. Os resultados confirmaram ndo haver associagcdo clara entre a resposta de
anticorpos anti-PvDBP e o genotipo DARC (Figura 13B). Apesar disso, no grupo de individuos que tiveram
amostras pareadas, foi possivel observar uma leve tendéncia de resposta anti-PvDBP}; mais intensa (IR > 4)
entre os individuos carreadores de um tinico alelo DARC positivo. Entretanto, esta diferenca foi significativa
apenas no terceiro corte, com 13% e 26% dos altos respondedores detectados entre os carreadores de dois e

um alelo DARC positivo, respectivamente (p = 0,0014, teste Z = 3,2).
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Anticorpos anti-DBP,,

DARC positive DARC negativo
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Figura 13 - Resposta de anticorpos IgG anti-PvDBPy; detectados pelo ELISA entre individuos carreadores
de dois alelos DARC positivos (FY*A/FY*A, FY*A/FY*B, FY*B/FY*B), um alelo DARC positivo
(FY*A/FY*B®, FY*B/FY*B®) ¢ nenhum alelo DARC positivo (FY*B®/FY*BF, DARC negativo). Estio
representadas as frequéncias (%) de respondedores que (A) participaram pelo menos uma vez durante a
coorte (amostras ndo pareadas, n=620) ou (B) que participaram dos trés cortes, isto ¢, linha de base, 6 e 12
meses depois (amostras pareadas, n = 205). O indice de reatividade (IR) > 1,0 foi considerado positivo.
Diferengas significativas entre frequéncias de resposta foram encontradas apenas entre os grupos DARC
negativo ¢ DARC positivo (p < 0,05, teste qui-quadrado). O simbolo asterisco (*) representa diferenca
significativa entre a intensidade da resposta de anticorpos.

A influéncia do polimorfismo de DARC na resposta de anticorpos anti-PvDBPyy detectados pela
sorologia convencional também foi avaliada. Em geral, observou-se que o perfil de resposta de anticorpos
anti-PvDBPy v foi muito semelhante ao observado para a proteina PvDBPy; (Figura 14), exceto para o
gendtipo DARC negativo. Neste grupo, (DARC negativo) foi observada uma alta frequéncia de anticorpos
anti-PvDBPy1y, entretanto o nimero de individuos incluidos neste grupo foi muito pequeno impedindo
qualquer conclusdo definitiva sobre a associacdo deste gendtipo de DARC e a resposta de anticorpos anti-

PVDBPH_I\/.
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Figura 14 - Resposta de anticorpos IgG anti-PvDBPyy;, detectados pelo ELISA entre individuos carreadores
de dois alelos DARC positivos, um alelo DARC positivo e nenhum alelo DARC positivo. Estdo
representadas as frequéncias (%) de respondedores (A) que participaram pelo menos uma vez durante a
coorte (amostras ndo pareadas, n = 620) ou (B) participaram dos trés cortes, isto €, linha de base, 6 ¢ 12
meses depois (amostras pareadas, n = 205). Os resultados estdo representados pela frequéncia de
respondedores, sendo o IR > 1,0 considerado positivo.

5.4 Influéncia do genétipo de DARC na resposta de anticorpos inibitorios anti-PvDBPy;
5.4.1 Variantes da PvDBP utilizadas nos ensaios funcionais

A regido do ligante da PvDBPy; (regido II, DBPy) ¢ muito polimoérfica, sendo que este polimorfismo pode
influenciar na resposta imune contra a PvDBP, como ja descrito pelo nosso grupo de pesquisa (Ceravolo et
al., 2009). Visando reduzir a influéncia do polimorfismo na capacidade do plasma em inibir a interagido
PvDBP;-DARC, no presente trabalho utilizou-se a variante mais comumente encontrada no Brasil (Acre-1)
(Sousa et al., 2010). Entretanto, como foi observado mais recentemente que na populagido de Rio Pardo Sal-
1 é uma variante frequente (Kano et al., 2012), fez-se necessario comparar a resposta de anticorpos
inibitdrios frente a expressdo da PvDBPy; das variantes Acre-1 e Sal-1. Para isso, foram selecionados de
forma aleatdria amostras de plasma de 15 individuos incluidos no estudo para serem testados nos ensaios
funcionais com estes plasmideos recombinantes. Como mostrado na Figura 15, observou-se uma resposta de

anticorpos inibitorios anti-PvDBPy; semelhante para as duas variantes (Sal-1 e Acre-1) utilizadas nos ensaios
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funcionais. O mesmo perfil foi obtido com os plasmas diluidos 40 vezes (A) ou 120 vezes (B). Diante disso,

todos os ensaios foram realizados apenas com a variante Acre-1.

Plasmas, diluigdo 1:40

A) Linha de base 6m 1Z2m
Cédige  Sal1 Acre-1 Sal-1 Acre-1 Sal-1 Acre-1
RP262B RP262C
RP571B RPSTLC
RP534B RP534C
RP258B RP 258 C
RPS13E RP313 C
RPGO7B RPEO7C
RP35 RPE2B RPE2C
RP 336 RP 624B RPE24C
P 76 RP31B RP31C
RP412 RP285B RP 285 C
RP 302 RP316B RP316C
RP 263 RP245B RP 245 C
RP 254 RP236B RP236 C
RP &3 RP36B RP36C
RP 72 RP32B RP32C
N=15 5 (33%) 5 (33%) 5 (33%) 5 (33%) 5 (33%) 5 (33%)
Plasmas, diluicdo 1:120
B) Linha de base Bm 12m
Codigo  Sal1 Acre-1 Sal-1 Acre-1 Sal-1 Acre-1
RP 260 RP 262 B RP 262 C
RPO7 RPS5S71B RPS5S71C
RP 328 RP534B RP534C
RP 145 RP 258 B RP 258 C
RP13 RP513B RP513C
RP 22 RP 607 B RPEO7C
RP 35 RP62EB RP62C
P 336 RF 6248 RP 624 C
RP 76 RP31B RP31C
RP 412 RP 285 B RP 285 C
RP 302 RP 316 B RP 316 C
RP 268 RP 2458 RP2A5C
RP 2 RP 236 B RP 236 C
RP &3 RP36B RP36C
RP 72 RP 32B RP32C
N=15 5 {33%) 5 (33%) 5 (33%) 5(33%) 5 (33%) 5 (33%)
% Relativa de inibigéo [ PEC ] socox [ > 20%

Figura 15 - Resposta de anticorpos inibitdrios anti-PvDBPy; em ensaios funcionais utilizados duas variantes
(Acre-1 e Sal-1) encontradas no Brasil. A resposta de anticorpos inibitorios anti-PvDBPy; foi avaliada nos
tr€s cortes consecutivos (linha de base, 6 ¢ 12 meses depois). As amostras foram testadas na diluigdo 1:40
(A) e 1:120 (B) sendo considerados positivos individuos com porcentagem relativa de inibigao > 50%. Os
codigos a esquerda representam o plasma de cada individuo.
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5.4.2 Influéncia da expressiao de DARC dos eritrocitos na interacio PvDBP-DARC in vitro

Recentemente, foi sugerido que os eritrocitos podem se aderir 8 PvDBP em intensidades diferentes em
fungdo da expressio do DARC (King et al., 2011). Assim, em um primeiro momento, fez-se necessario
padronizar o genotipo DARC dos eritrécitos a serem utilizados nos ensaios funcionais. Para isto, analisamos

a capacidade de adesdao da PvDBPy; em eritrdcitos expressando diferentes antigenos DARC.

P<0.01

P <0.01

Medlana do niimero de rosetas
8

c L) L L L L )

iy <
< & %
2 RN v
& & &

Dois alelos positivos Um alelo positivo  Nenhum alelo positive

DARC positivo DARC negativo

Figura 16 - Células COS-7 transfectadas com plasmideo que contém o gene que codifica a proteina PvDBPy
incubadas com eritrocitos de individuos carreadores de diferentes genotipos de DARC. Os resultados estdo
representados como mediana do numero de rosetas detectadas nos ensaios funcionais (5 - 10 amostras por
gendtipo), como descrito no material e métodos. Box-plots: linha continua no interior da caixa representa a
mediana do nimero de rosetas, a linha continua na parte inferior e superior representam os percentis 25 e 75
respectivamente e as linhas verticais representam a variagdo. Ensaios utilizando eritrécitos DARC negativos
foram realizados como controle negativo; foram detectadas diferencas estatisticamente significativas entre
FY*B/FY*B ¢ FY*B/FY*B® ¢ entre FY*A/FY*B ¢ FY*B/FY*B® (p < 0,01 determinado por Kruskal-Wallis
com teste Dunn como teste post hoc).

Os resultados demonstrados na Figura 16 confirmaram uma menor interagdo PvDBP-DARC em
eritrocitos que expressavam um alelo funcional (FY*B/FY*B™ ¢ FY*A/FY*B®®) quando comparados com

eritrocitos que expressavam dois alelos funcionais (FY*A/FY*A, FY*B/FY*B, FY*A/FY*B). Por outro lado,

Tese de Doutorado Flavia Alessandra de Souza Quadros 57



Resultados

como esperado, os eritrocitos DARC negativos ndo formaram rosetas (controle negativo). Visando a
padronizagdo do ensaio funcional, optou-se por utilizar em nossos ensaios apenas eritrocitos FY*A/FY*B,
pois (1) expressam ambos os antigenos Fya e Fyb na superficie dos eritrdcitos, e (2) foi o genotipo mais

frequente na populagdo de estudo.
5.4.3 Influéncia do genétipo de DARC na resposta de anticorpos inibitorios

Uma vez padronizado o gendtipo dos eritrocitos a serem utilizados nos ensaios funcionais, avaliou-se a
influéncia do gendtipo de DARC na resposta de anticorpos bloqueadores da interagio PvDBP-DARC.
Devido a complexidade da realiza¢dao dos ensaios funcionais, o que inviabilizaria a realiza¢ao destes ensaios
com todas as amostras estudadas, optou-se por selecionar uma amostra representativa da populagcdo de
estudo. Para isso, selecionou-se 270 amostras de plasma correspondentes a 90 individuos carreadores de
diferentes genotipos de DARC (16-23 individuos por gendétipo), pareadas de acordo com as varidveis de
confusdo (idade, género, exposicdo a malaria, local de residéncia). Como o niumero de individuos DARC
negativos foi muito pequeno, foram incluidas no estudo, todas as amostras de plasma referentes a estes
individuos (n = 21). Estas amostras foram utilizadas como um controle negativo, e, como esperado, os

individuos DARC negativos ndo apresentaram anticorpos inibitérios anti-PvDBP (Figura 17A).

Os resultados permitiram mostrar, pela primeira vez, uma menor frequéncia de resposta de anticorpos
inibitérios em individuos carreadores de dois alelos DARC positivos, quando comparado a individuos
carreadores de um unico alelo DARC positivo. Verificou-se, ainda, que o perfil da resposta de anticorpos
funcionais anti-PvDBPj; foi semelhante em todos os cortes do estudo (Figura 17A). Em analises
subsequentes, avaliou-se a influéncia do genotipo DARC na persisténcia da resposta de anticorpos anti-
PvDBPy. Para isto, os individuos foram classificados de acordo com o seu perfil de resposta observado ao
longo do estudo, isto ¢, (i) ndo respondedores (NR), individuos que nio apresentaram anticorpos inibitorios
anti-PvDBP;; em nenhum momento do estudo (linha de base, 6 ¢ 12 meses); (ii) temporariamente
respondedores (TR), individuos que apresentaram estes anticorpos em pelo menos um momento do estudo;
ou (iii) persistentemente respondedores (PR), individuos positivos nos trés cortes. De interesse, a
persisténcia de resposta de anticorpos inibitérios foi mais frequentemente associada aos gendtipos com

apenas um alelo DARC positivo (p = 0,0027, teste Z = 3,002) (Figura 17B).
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Anticorpos inibitérios anti-Pv-DBP,,

A)

DARC positivo DARC negativo
Dois alelos positivos Um alelo positivo Nenhum alelo positivo
{n=57) (n=33) {n=7)
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Figura 17 - Anticorpos inibitorios anti-PvDBPy; avaliados entre individuos carreadores de dois alelos DARC
positivos (FY*A/FY*A, FY*A/FY*B, FY*B/FY*B), um alelo DARC positivo (FY*A/FY*BF, FY*B/FY*BF)
e nenhum alelo DARC positivo (FY*BF/FY*B®, DARC negativo). A) frequéncia de anticorpos inibitorios,
durante os trés cortes (linha de base, 6 e 12 meses). As frequéncias foram significativamente menores entre
os individuos carreadores de dois alelos DARC positivos quando comparado com aqueles com apenas um
alelo (diferencas significativas entre a e a’; b e b’; c e ¢’, p < 0.05, determinados pelo teste Z). Amostras de
plasma de individuos DARC negativos foram usadas como controle negativo; B) Persisténcia da resposta de
anticorpos em individuos DARC positivos (12 meses de acompanhamento). Baseado na resposta de
anticorpos os individuos foram classificados como nao respondedores (NR, nenhuma resposta de anticorpos
inibitdrios detectada no estudo), temporariamente respondedores (TR, anticorpos inibitérios em pelo menos
um corte) ou persistentemente respondedores (PR, resposta de anticorpos inibitorios em todos os trés cortes
do estudo). Anticorpos inibitérios foram detectados em ensaios funcionais (como descrito no material e
métodos) e as amostras foram testadas na dilui¢do 1:40, sendo considerados positivos individuos com
porcentagem relativa de inibi¢do > 50%.
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Visto que uma maior resposta de anticorpos anti-PvDBPy; inibitorios foi observada entre os individuos
que apresentavam um unico alelo DARC positivo, o proximo passo foi investigar se um gendtipo especifico
era responsavel por esta diferenga. Foi observado que os individuos que expressam os alelos FY*A e FY*B
em homozigose apresentavam uma menor frequéncia de resposta de anticorpos inibitdrios quando
comparados com aqueles individuos que expressavam esses alelos em heterozigose para a mutacdo GATA
(FY*A/ FY*B® ¢ FY*B/ FY*BES) (Figura 18). Individuos que tinham esses alelos em heterozigose
(FY*A/FY*B) apresentaram uma frequéncia de resposta inibitoria intermediaria. De grande interesse, estes

perfis de resposta se mantiveram estaveis ao longo do tempo (12 meses).

Anticorpos inibitérios anti-PvDBP,,

DARC positivo
Dois alelos positivos Um alelo positivo
FY'A/FY*A FY'BIFY'B  FY*AFY'B FY*A/FY*BES FY'B/FY*BES
(n=23) (n=18) {n=18) (n=18) {n=17)

38%

22% 2% 56% 53%
™\
Linha de base J @ @ @ @
17% 17% 38% 50% 41%
17% 17% 38% 50% 35%

% Relativa de inibigZio [1<50%0 50%-90% B >90%

Figura 18 - Os alelos FY*A e FY*B em homozigose estao associados a baixas frequéncias de anticorpos
funcionais anti-PvDBPy;. As amostras foram agrupadas de acordo com o gendtipo de DARC do individuo. A
resposta de anticorpos inibitorios anti-PvDBPy; foi avaliada nos trés cortes consecutivos (linha de base, 6 e
12 meses depois). As amostras foram testadas na diluicdo 1:40, sendo considerados positivos individuos com
porcentagem relativa de inibigdo > 50%.
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5.4.4 Ensaios funcionais utilizando eritrdcitos e plasmas homologos

Como foi verificada uma menor resposta de anticorpos inibitorios em amostras de plasmas de individuos
homozigotos que apresentavam dois alelos DARC positivos (genotipos FY*A/FY*A, FY*B/FY*B), em uma
proxima etapa, pretendeu-se avaliar se o perfil desta resposta inibitdria se mantinha quando essas amostras
fossem submetidas a ensaios funcionais utilizando eritrécitos homoélogos ou heter6logos. A Figura 19

representa um esquema de como foram realizados estes ensaios.

Sistema Homélogo Sistemna Heterélogo

Yagsl R
YY‘( '.' YY‘( '-'

Y Y

Plasma Eritrécitos Plasm.-la Elritrdcltos
1 1 1 [
\ y / | S
] |
Mesmos gendtipos de DARC Gendtipos de DARC diferentes

Figura 19 - Representacdo esquematica dos sistemas homologo e heterdlogo utilizados nos ensaios
funcionais.

Para isso, foram selecionados plasmas de individuos por genotipo de DARC para serem submetidos aos
ensaios funcionais utilizando-se eritrocitos homologos ou heretologos.

Os resultados mostraram que o perfil de resposta de anticorpos detectados nos ensaios funcionais se
manteve o mesmo independentemente do gendtipo de DARC do eritrocito utilizado no ensaio funcional, ou
seja, individuos respondedores continuaram sendo respondedores independente do eritrocito utilizado. Por
outro lado, individuos nao respondedores continuaram com o mesmo perfil nos ensaios utilizando eritrocitos
homologos ou heterdlogos. A Figura 20 ilustra o resultado de experimentos com plasma de 5 a 6 individuos

carreadores dos alelos FY*B e FY*A em homozigose ou heterozigose.
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Figura 20 — Frequéncia de resposta de anticorpos inibitdrios anti-PvDBPj em sistemas homologos e
heter6logos. Plasmas de individuos carreadores de diferentes genodtipos de DARC (FY*A/FY*A,
FY*B/FY*B, FY*A/FY*B, FY*A/FY*B® ¢ FY*B/FY*B®) foram testados em ensaios funcionais utilizando
eritrocitos que expressavam genotipos homologos ou genotipos heterdlogos. Os resultados estdo expressos
como porcentagem de inibicdo quando comparados com controles negativos (soro de individuos ndo
expostos a malaria com o mesmo gendtipo de DARC da amostra testada). As amostras foram testadas na
diluigdo de 1:40.
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5.5 Distribuicido de frequéncia dos alelos do Sistema HLA classe II na populacio estudada

As frequéncias alélicas do HLA de classe II da populagdo de Rio Pardo estdo sumarizadas na Figura
21. Como esperado, o HLA-DRBI foi o loci mais polimorfico com 49 alelos encontrados. Neste loci, os
alelos mais frequentes (acima de 2%) foram HLA-DRB1*07:01 (n = 70, 10,60%) seguido do alelo HLA-
DRB1#*03:01 (n =38, 5,82%) (Figura 21A).

Em relagdo ao loci HLA-DQBI, foram encontrados 21 alelos, sendo que os alelos mais frequentes
foram HLA-DQB1*03:01 (n = 146, 21,53%) e HLA-DQB1*03:02 (n = 100, 14,90%) respectivamente
(Figura 21 B). Por outro lado, para o loci HLA-DQAT1 os alelos HLA-DQA1*03:01 (n = 122, 18,14%) e
HLA-DQAT1*05:05 (n =94, 13,72%) foram os mais frequentes entre os 13 alelos identificados (Figura 21C)

DRB1 (N=670) DQB1 (N=678)
A) B)

DRB1*10:01

DRB1*15:03

DRB1*01:02

DRB1*04:04 DQB1%*06:04
DRB1%04:05 DQB1*03:03
DRB1*15:01 e
DRBltos:ﬂz DQBl 06:03
DRB1%*13:02 DQB1%*02:01
DRB1*14:02 DQB1*06:02
DRB1*11:01

DRB1*16:02 DQB1%*05:01
DRB1*13:01 DQOB1*02:02
DRB1*04:11 DQB1%*04:02
DRB1*08:04 DQB1%*03:02

DRB1*03:01
DRB1*07:01
Outros

DQB1%*03:01
Outros

c) DQA1 (N=678)

DCOA1*01:03
DOA1*05:03
DOA1*05:01
DOA1¥01:01
DQA1*02:01
DOA1*04:01
DQA1*01:02
DOA1*05:05
DQA1*03:01

Qutros

Figura 21 - Frequéncia alélica de HLA classe Il na populagao estudada de Rio Pardo. Estao representados os
alelos mais frequentes na populacao estudada (frequéncias acima de 2%). Frequéncia dos alelos referentes ao
loci HLA-DRBI (A); loci HLA-DQB1 (B) loci HLA-DQA1 (C). Nomenclatura apresentada segundo Marsh
e colaboradores (2010).
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5.6 Influéncia dos alelos de HLA classe II na resposta de anticorpos anti-PvDBP detectados no ELISA.

Uma possivel associagdo entre alelos de HLA de classe II com a resposta de anticorpos anti-PvDBP
foi avaliada tanto para a regido do ligante (regido II - PvDBPy;), quanto para uma por¢ao maior da proteina
(regido II-1V - PvDBPyyy).

Inicialmente, foi feita uma analise para avaliar se a probabilidade do individuo responder a PvDBP
no ELISA estava associada a algum alelo especifico de HLA classe II. Para tal, os individuos foram
estratificados em dois grupos: individuos que ndo respondem a PvDBP e individuos que respondem a esta
proteina. Foi observado uma maior chance de resposta de anticorpos contra a proteina PvDBPy; (Tabela 3)
ou a qualquer uma das proteinas (PvDBPy; ¢ PvDBPy.1v) (Tabela 4) em individuos carreadores dos alelos
HLA-DQB1*02:02 ¢ HLA-DQA1*01:03. Em contrapartida, os individuos carreadores dos alelos HLA-
DRB1*10:01 ¢ HLA-DRB*14:02 tiveram uma chance reduzida de ter anticorpos contra a PvDBPy; (OR =
0.020 e 0,022, respectivamente) (Tabela 3).

Tabela 3. Alelos que influenciam na resposta de anticorpos anti-PvDBPy; no

ELISA
Alelos Valor-p OR L.C.-95%
DQB1*02:02 0.019 2.27 1.14-4.51
DQA1*01:03 0.026 2.83 1.14-7.06
DRB1*10:01 0.040 0.020 0.04-0.93
DRB1*14:02 0.022 0.022 0.06-0.080

OR: razdo de chance (odds ratio); a OR foi calculada comparando individuos
respondedores com individuos ndo respondedores, através da Regressao
Logistica (Transversal).

I.C.: Intervalo de confianga

Além destes, outros dois alelos de HLA classe II parecem influenciar positivamente na resposta de
anticorpos contra pelo menos uma das proteinas (PvDBPy; ¢ PvDBPyy) em individuos carreadores dos

alelos HLA-DQB1*03:02 e HLA-DRB1*13:02 (OR 1,81 e 1,93 respectivamente) (Tabela 4).
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Tabela 4. Alelos que influenciam na resposta de anticorpos anti-PvDBPy; e/ou anti-

PvDBPy v no ELISA
Alelos Valor-p OR I.C. - 95%
DQB1*02:02 0,007 1.97 1.20-3.23
DQA1*01:03 0,007 244 1.27-4.69
DQB1*03:02 0,009 1.81 1.16-2.85
DRBI1*13:02 0,054 1.93 0.99-3.77

OR: razdo de chance (odds ratio); a OR foi calculada comparando individuos
respondedores com individuos ndo respondedores, através da Regressdo Logistica
(Transversal)
I.C.: Intervalo de confianga
Uma vez que foi observado que a resposta de anticorpos anti-PvDBP pode ser influenciada por
determinados alelos de HLA classe II, em um segundo momento, avaliou-se se esses alelos influenciavam na
persisténcia de resposta de anticorpos. Para tais analises, o grupo de respondedores foi subdividido em
temporariamente respondedores (TR) e persistentemente respondedores (PR) (conforme definido no item
5.4.3).
Os dados confirmaram que os mesmos alelos de HLA previamente identificados (HLA-DQB1*02:02
e HLA-DQA1*01:03) estavam associados a uma maior chance de resposta de anticorpos, seja no grupo dos
temporariamente respondedores (HLA-DQB1*02:02, OR = 3,09) ou dos persistentemente respondedores
(HLA-DQA1*01:03, OR = 3,65) (Tabela 5). De relevancia, em andlises posteriores, onde comparou-se a
resposta a qualquer uma das proteinas (PvDBP; e PvDBPy.y), estes mesmos alelos também estavam

associados a presenca de resposta de anticorpos (Tabela 6).

Tabela 5. Alelos que influenciam na resposta de anticorpos anti-PvDBP;; no ELISA

TR PR

Alelos Valor-p OR I.C.-95% Valor-p OR L.C.-95%

DQA1*01:03| 0,936 1,07 0,21-5,41 0,006 3,65 1,44-9,23

DQB1*02:02| 0,014 3,09 1,26-7,60 0,085 1,95 0,91-4,15

OR: razdo de chance (odds ratio); a OR foi calculada comparando os grupos
temporariamente respondedores (TR) e persistentemente respondedores (PR) com
aqueles nao respondedores (NR), através da Regressdo Multinomial Logistica
(Transversal) I.C.: Intervalo de confianga
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Nessas analises, foi possivel identificar mais trés alelos de HLA classe II que influenciaram

negativamente na resposta de anticorpos contra pelo menos uma das proteinas (PvDBPy e PvDBPyy)

(HLA-DRB1#14:02, HLA-DQA1%*05:01 ¢ HLA-DRB1#10:01) (Tabela 6).

Tabela 6. Alelos que influenciam na resposta de anticorpos anti-PvDBPy; e/ou anti-PvDBPyy 1y

no ELISA.
TR PR

Alelos Valor-p OR I.C.-95% Valor-p OR I.C.-95%
DQA1*01:03 0,533 1,28 0,59-2,77 0,010 2,55 1,25-5,22
DQB1*02:02 0,274 1,38 0,78-2,44 0,006 2,22 1,25-3,93
DRB1*14:02 0,558 0,80 0,38-1,68 0,033 0,33 0,12-0,91
DQA1*05:01 0,118 0,58 0,29-1,15 0,012 0,35 0,15-0,79
DRB1*10:01 0,304 0,63 0,26-1,52 0,031 0,25 0,07-0,88

OR: Razdo de chance (0dds ratio); a OR foi calculada comparando os grupos TR ¢ PR com
aqueles nao respondedores (NR), através da Regressao Multinomial Logistica (Transversal)
I.C.: Intervalo de confianga

Como nas andlises iniciais realizadas entre HLA e resposta de anticorpos (Tabelas 4 a 6), os

individuos foram categorizados em grupos (delineamento transversal), fez-se necessario a analise

longitudinal dos dados (regressdo marginal logistica). De acordo com os resultados destas analises, foi

possivel demonstrar, mais uma vez, que os dois alelos previamente identificados nas andlises transversais

estavam associados a uma maior tendéncia de adquirir anticorpos contra a PvDBP; seja contra a PvDBPy;

(Tabela 7), seja contra a PvDBPy.;v (Tabela 8) ou a qualquer uma das proteinas (Tabela 9).

Outros dois alelos de HLA de classe II influenciaram na resposta de anticorpos contra a PvDBPy; , seja

positivamente (HLA-DRB1*04:11), ou negativamente (HLA-DRB1*16:02) (Tabela 7).
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Tabela 7. Alelos de HLA de classe II que influenciam na aquisi¢ao ou nao da
resposta de anticorpos anti-PvDBPj; no ELISA

Alelos Valor-p OR I.C. - 95%
DQA1*01:03 0,004 2,82 1,38-5,76
DRBI1*04:11 0,033 2,21 1,07-4,57
DRBI1*16:02 0,025 0,38 0,16-0,88

OR: razdo de chance (odds ratio); OR foi calculada comparando individuos
respondedores com aqueles nao respondedores (independente de terem uma ou
mais de uma amostra coletada durante o estudo), através da Regressao Marginal
Logistica (Longitudinal).

I.C.: Intervalo de confianca

Em relacdo a PvDBPy.y, outros trés alelos de HLA classe Il estiveram associados positivamente a
resposta de anticorpos contra essa proteina (HLA-DRB1*04:07, HLA-DRB1*04:04 ¢ HLA-DQA1*06:01)
(Tabela 8), ou contra qualquer uma das proteinas (HLA-DRB1*04:04 ¢ HLA-DRB1*04:07) (Tabela 9). Por
outro lado, foi observado que individuos carreadores do alelo HLA-DQB1*05:02 tiveram uma chance

reduzida de ter anticorpos contra a PvDBPy1y (Tabela 8).

Tabela 8. Alelos de HLA de classe II que influenciam na aquisi¢do ou ndo da
resposta de anticorpos anti-PvDBPj v no ELISA ao longo do estudo.

Alelos Valor-p OR I.C.-95%
DQB1*02:02 0,039 1,67 1,03-2,73
DRB1*04:07 0,005 16,1 2,4-10,0
DRB1*04:04 0,048 2,07 1,01-4,25
DQA1*06:01 0,001 4,99 1,99-12,5
DQB1*05:02 0,016 0,26 0,09-0,78

OR: razdo de chance (odds ratio); OR foi calculada comparando individuos
respondedores com aqueles ndo respondedores, classificados ao longo da coorte,
através da Regressdo Marginal Logistica (Longitudinal).

I.C.: Intervalo de confianca
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Além disso, outros dois alelos de HLA de classe II parecem influenciar na resposta de anticorpos a
pelo menos uma das proteinas (PvDBP; e PvDBPyy) positivamente (HLA- DQAI1*05:02) ou
negativamente (HLA- DQA1*05:01) (Tabela 9). De interesse, este tltimo alelo também esteve associado a
resposta contra a PvDBPy;v ou a pelo menos uma das proteinas nos estudos transversais, refor¢cando a

importancia deste alelo na resposta imune contra a PvDBP.

Tabela 9. Alelos de HLA de classe Il que influenciam na aquisicdo ou ndo da
resposta de anticorpos anti-PvDBP,, e anti-PvDBP,.,y, no ELISA ao longo do estudo

Alelos Valor-p OR I.C. - 95%
DQA1*01:03 0,009 1,87 1,17-3,01
DQA1*05:02 0,002 14,6 2,60-82,4
DQB1*02:02 0,002 1,77 1,23-2,55
DRB1*04:07 0,013 4,27 1,35-13,5
DRB1*04:04 0,029 1,97 1,07-3,63
DQA1*05:01 0,033 0,59 0,36-0,96

OR: razdo de chance (odds ratio); OR foi calculada comparando individuos respondedores com
aqueles ndo respondedores (independente de terem uma ou mais de uma amostra coletada durante o
estudo), através da Regressé@o Marginal Logistica (Longitudinal).

I.C.: Intervalo de confianga

ooooo

A proxima etapa do nosso estudo foi avaliar se a probabilidade do individuo apresentar anticorpos
inibitdrios anti-PvDBPy; era maior ou menor em individuos carreadores de algum alelo especifico de HLA
classe II. Para isso, inicialmente foi realizada uma andlise de tipo transversal comparando-se dois grupos:
individuos que ndo apresentavam anticorpos inibitérios anti-PvDBPy e individuos que apresentavam esses
anticorpos (respondedores).

Interessantemente, foi observado através da analise univariada que o alelo HLA-DQB1*02:02 parece
influenciar positivamente na resposta de anticorpos inibitorios anti-PvDBPy; Novamente, reforcando a
importancia deste alelo na resposta de anticorpos anti-PvDBP, visto que este alelo foi também associado a
resposta de anticorpos no ELISA, tanto nas analises transversais quanto na longitudinal.

Por outro lado, quando os individuos respondedores foram estratificados em temporariamente ou
persistentemente respondedores, novas associagdes foram identificadas. Foi observado que individuos que
apresentam os alelos HLA-DQA1*02:01 ¢ HLA-DRB1*07:01, tiveram uma probabilidade maior de

apresentar anticorpos inibitérios, tanto de curta quanto de longa duracdo (temporariamente e
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persistentemente respondedores, respectivamente), enquanto que o alelo HLA-DQB1*03:03 esteve

associado a resposta de anticorpos inibitorios particularmente de curta duragao (Tabela 10).

Tabela 10. Alelos que influenciam na resposta de anticorpos inibitérios anti-PvDBPy;
comparando os grupos NR, TR e PR

TR PR

Alelos Valor-p OR L.C. - 95% Valor-p OR L.C.-95%

DQA*02:01 0,010 2,01 1,18-3,42 0,014 1,71 1,11-2,62
DQB*03:03 0,050 4,70 1,00-22,1 0,551 1,62 0,33-7,88

DRB*07:01 0,010 2,01 1,18-3,42 0,014 1,71 1,11-2,62

OR: razdo de chance (0dds ratio); a OR foi calculada comparando-se os grupos TR ¢
PR com aqueles nao respondedores (NR), através da Regressdao Multinomial Logistica
(Transversal)

I.C.: Intervalo de confianca

Finalmente foi realizada a analise do tipo longitudinal para avaliar se os alelos de HLA classe II
estavam associados a uma maior ou menor tendéncia de aquisi¢do de anticorpos inibitérios anti-PvDBPy; ao
longo do tempo. Foi observado que o alelo HLA-DQA1*02:01 parece influenciar na resposta de anticorpos
inibitdrios anti-PvDBPy; positivamente (OR = 2,56) e o alelo HLA-DRB1*16:02, negativamente (OR = 0,09)
(Tabela 11).

Tabela 11. Alelos que influenciam longitudinalmente na aquisi¢ao da

resposta de anticorpos inibitorios anti-PvDBPy;

Alelos Valor-p OR I.C.-95%
DRB*16:02 0,025 0,09 0,01-0,75
DQA*02:01 0,007 2,56 1,29-5,07

OR: razdo de chance (0dds ratio); OR foi calculada comparando-se individuos
respondedores com aqueles ndo respondedores, através da Regressao Marginal
Logistica (Longitudinal).

I.C.: Intervalo de confianga
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6 DISCUSSAO

Em geral, as populagdes que vivem na Amazonia brasileira sdo consideradas susceptiveis a malaria,
embora possuam diferentes niveis de imunidade adquirida (da Silva-Nunes et al., 2008; Ladeia-Andrade et
al., 2009). Estudos que investigam o reconhecimento da PvDBP por anticorpos naturalmente adquiridos tém
sido conduzidos tanto em regides altamente endémicas (Michon et al.,2000; King et al., 2008) quanto em
regioes de média a baixa endemicidade para malaria (Ceravolo et al., 2005; Ceravolo et al., 2008; Souza-
Silva et al., 2010). Estes estudos demonstraram que uma propor¢do significativa de individuos expostos a
maldria ndo desenvolve anticorpos IgG anti-PvDBP. Muitos fatores podem contribuir para a baixa
imunogenicidade da PvDBP, dentre estes podemos considerar fatores do parasito, tais como exposi¢ao
limitada da PvDBP ao sistema imune e¢ polimorfismos genéticos (Souza-Silva et al., 2010; Sousa et al.,
2011). Entretanto, essas caracteristicas do parasito ndo explicam o fato de que a maioria dos individuos
expostos a diferentes variantes do parasito, por um longo periodo de tempo, nao sdo capazes de desenvolver
anticorpos funcionais. Assim, fatores genéticos do hospedeiro também poderiam contribuir para essa
diferenga na resposta imune contra a PvDBP. Dentre estes fatores, o presente trabalho investigou se

polimorfismos do receptor DARC e do sistema HLA poderiam influenciar nesta resposta imune especifica.

6.1 Distribuicao dos genétipos de DARC na populagao de estudo

A distribui¢do dos genotipos do DARC na populagdo estudada, Rio Pardo/AM, foi consistente com a
heterogeneidade da origem étnica da populacdo amazodnica brasileira, com uma mistura de nativos
americanos (amerindeos), europeus ¢ africanos (Perna et al., 2007; Palha et al., 2010). No presente estudo, o
genotipo FY*A/FY*B foi o mais frequente. De fato, este genotipo tem sido descrito como o mais frequente
na maior parte dos estudos realizados na Amazonia brasileira (Cavasini et al., 2007; Albuquerque et al.,
2010; King et al., 2011) ainda que realizados em popula¢des migrantes. Como esperado, o gendtipo
FY*BES/FY*BF, que caracteriza o fenotipo DARC negativo, estava frequente na populacao estudada, porém
em baixa proporcao. Esse achado ¢ consistente com o que tem sido descrito para a populagdo da Amazdnia
brasileira, e difere apenas do estudo realizado por Perna e colaboradores (2007), em comunidades
amazonicas descendentes de escravos africanos; naquele estudo, a maior parte dos individuos carreavam o
genotipo DARC negativo. Com relacdo a América Latina, basicamente dois estudos foram realizados a fim
de descrever a distribuigdo do genotipo de DARC nesta regido. Nestes estudos, realizados na Argentina e na
Colombia, a distribui¢do do gendtipo DARC foi heterogénea e consistente com o perfil historico de

coloniza¢do dessas regides. Na Argentina, o genotipo FY*BE/FY*B® estava ausente, enquanto na Costa
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Pacifica da Colémbia o gendtipo FY*BE/FY*B®® foi o mais frequente. Esses achados corroboram com o
background genético daquelas populagdes, onde os argentinos possuem componentes genéticos
principalmente de europeus, ja os colombianos (Costa pacifica) carreiam componentes genéticos ligados a
populagdo africana (Michon et al., 1998) . De fato, estudos da distribuigdo geografica mundial do receptor
DARC demonstram que o alelo negativo tem origem no continente africano, ja o alelo positivo de DARC
tem origem no continente europeu ¢ americano (Howes et al., 2011). Em resumo, o presente estudo
caracterizou a distribui¢do de DARC na populagdo de estudo — area de assentamento agricola - e esta
distribuicdo foi consistente com outros estudos realizados em regides semelhantes. Além disso, este estudo
corrobora com os estudos de distribuicdo mundial deste receptor que caracteriza as Américas e a Europa com
a presenca principalmente dos gendtipos positivos de DARC e o continente Africano com a presenca

principalmente de alelos negativos de DARC.

6.2 Avaliacao longitudinal da resposta de anticorpos anti-PvDBP (ELISA) na popula¢io de Rio Pardo

A PvDBP ¢ o ligante do parasito responsavel pela interacdo com o receptor DARC dos eritrocitos.
Devido a importancia funcional desta proteina e o fato de que a associacao entre a expressao de DARC ¢ a
resposta imune ser pouco explorada (Herrera et al., 2005; Maestre et al., 2010), avaliou-se aqui a influéncia
do gendtipo de DARC na resposta de anticorpos anti-PvDBP. O trabalho foi possivel gracas a um estudo
inicial do nosso grupo que caracterizou a populagdo de Rio Pardo/AM quanto a aspectos demograficos,
epidemioldgicos e de infec¢ao malarica (Kano et al., 2012). Inicialmente avaliou-se o perfil da resposta de
anticorpos ao longo do estudo (12 meses de acompanhamento). Observou-se que na linha de base, 32% dos
individuos incluidos no estudo apresentavam anticorpos IgG contra a regido do ligante (PvDBPy;) detectados
pela sorologia convencional (ELISA), e, como esperado, detectou-se uma maior frequéncia de anticorpos
IgG (50%) quando se empregou uma proteina correspondente a regidao II-IV (PvDBPi.v). Apesar de
observarmos uma maior frequéncia de anticorpos contra a PvDBPy1y, a magnitude da resposta de anticorpos
anti-PvDBPy; foi significativamente maior, sendo observados um maior nimero de individuos classificados
como alto respondedores (IR > 4). Provavelmente isto pode ser explicado pela maior concentracdo de

epitopos dominantes de células B sobre a regido II (Xainli et al., 2002; Cole-Tobian et al., 2003).

No presente estudo, foi feito um acompanhamento da populacao por 12 meses, sendo observado que a
resposta de anticorpos anti-PvDBPy 1y flutuou de acordo com a estagdo do ano e o indice pluviométrico,
enquanto que a resposta de anticorpos anti-PvDBPy; se manteve estavel durante todo o ano. Em um estudo
anterior do nosso grupo realizado na Amazonia brasileira (Souza-Silva et al., 2010), foi demonstrado que

apenas cerca de 20% da populacdo desenvolveu anticorpos anti-PvDBPy 1y € além disso, essa resposta foi de
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curta duragdo. Entretanto, a populacao incluida naquele estudo consistia, principalmente, de migrantes
originados de areas do Brasil onde a malaria ndo ¢ endémica. Por outro lado, a populacdo aqui estudada ¢
nativa da Amazonia brasileira, o que justifica uma maior frequéncia de anticorpos (~50%). De fato, nesta
area a idade corresponde ao tempo de exposicao do individuo (Kano et al., 2012). Resultados semelhantes ao
estudo aqui realizado foram encontrados em criangas assintomaticas de areas hiperendémicas de malaria
(King et al., 2008), onde a maior parte das criangas com até nove anos de idade ja apresentavam anticorpos

no ELISA.

6.3 Genotipos de DARC e a resposta de anticorpos anti-PvDBP detectados pelo ELISA

Sabe-se que individuos DARC negativos sdo altamente resistentes a infecgdo pelo P. vivax (Miller et
al., 1976), e, em geral estes individuos apresentam baixos niveis de anticorpos contra antigenos de fase
eritrocitica do P. vivax (Herrera et al., 2005). Diante disso, no presente estudo, estavamos interessados em
avaliar a influéncia de alelos DARC positivos (FY*A e FY*B) na aquisi¢ao de resposta imune a PvDBP. A
frequéncia de resposta de anticorpos anti-PvDBP detectada pela sorologia convencional foi muito
semelhante nos individuos que apresentavam um (FY*A/FY”‘BES e FY*B/FY*BES) ou dois alelos DARC
positivos (FY*A/FY*A, FY*B/FY*B e FY*A/FY*B). Apesar disso, foi observada uma tendéncia moderada de
maiores niveis de anticorpos IgG anti-PvDBPy; entre os individuos carreadores de um tnico alelo DARC

positivo. Entretanto, esta associa¢ao so6 foi significativa em um dos trés cortes transversais.

Até o momento, dois estudos avaliaram polimorfismos de DARC na sorologia convencional contra a
PvDBP (Maestre et al., 2010; King et al., 2011). Maestre e colaboradores (2010) sugeriram que os doadores
colombianos carreadores de um Unico alelo DARC positivo eram mais propensos a desenvolver anticorpos
anti-PvDBPy; do que aqueles individuos com dois alelos DARC positivos. Infelizmente, naquele estudo um
nimero muito pequeno de individuos responderam a PvDBPy (17 de 233 individuos, 7,3%);
consequentemente, 17 respondedores foram estratificados pelos autores em 5 genétipos de DARC, o que
torna o resultado inconclusivo. Além disso, o estudo de Maestre e colaboradores (2010) foi conduzido em
uma regido onde a populacdo era, em sua grande maioria, afro-descendentes, portanto, altamente resistentes
ao P. vivax (DARC negativos). No segundo estudo, King e colaboradores (2011) demonstraram que os
genotipos de DARC ndo influenciavam na resposta de anticorpos anti-PvDBPj; detectados pelo ELISA.
Estes resultados corroboram com os encontrados no presente estudo. Portanto, o presente estudo permite
concluir ndo haver uma associa¢do clara entre os genotipos de DARC e a resposta imune anti-PvDBP

detectados pelo ELISA.
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Curiosamente, os resultados sorologicos realizados com a proteina PvDBPy.;y demonstraram uma alta
frequéncia de resposta de anticorpos em individuos com o genotipo FY*BE/FY*B®. O fato de ter sido usado
uma proteina recombinante relativamente grande (regido II-IV) pode ter contribuido para isso. Corroborando
com este achado, quando se utilizou apenas a regido do ligante (regido II), a resposta de anticorpos foi baixa.
Outros autores também verificaram elevada frequéncia de individuos DARC negativos respondedores a
PvDBP (Herrera et al., 2005). Até o momento, ndo existe uma explica¢ao clara para o fato de individuos
DARC negativos responderem a PvDBP. Entretanto, Herrera e colaboradores (2005) sugerem que
individuos DARC negativos também estdo expostos a infeccdo por esporozoitos; portanto, eles podem
desenvolver a fase pré-eritrocitica do ciclo da malaria. Desta forma, alguns merozoitos poderiam alcangar a
corrente sanguinea e induzir o ciclo eritrocitico da doenga (parasitemia subpatente). Reforga esta hipotese,
os achados recentes que demonstraram que individuos DARC negativos podem se infectar com P. vivax
(Ryan et al., 2006; Cavasini et al., 2007; Menard et al., 2010). Embora em individuos DARC negativos o
processo de invasdo dos eritrocitos ainda seja desconhecido, esta segunda rota poderia ser também
dependente da PvDBP, o que explicaria o fato de individuos DARC negativos desenvolverem resposta de
anticorpos contra antigenos de estadgio sanguineo. Estudos futuros fazem-se necessarios para esclarecer este

mecanismo de resposta de anticorpos anti-PvDBP em individuos DARC negativos.

6.4 O gendtipo de DARC e a resposta de anticorpos inibitorios anti-PvDBP

Apesar da importancia da PvDBP como um antigeno candidato a vacina antimalérica, estudos de
resposta imune funcional em populacdes humanas ainda sdo escassos. Parte da dificuldade se deve a
complexidade da realizagdo de ensaios inibitdrios, e a necessidade de quantidade significativa de plasma dos
individuos (~1mL). Neste contexto, este estudo € o primeiro que avalia a influéncia do receptor DARC na

resposta de anticorpos inibitérios anti-PvDBPy;.

No presente trabalho, foi possivel demonstrar uma menor frequéncia e intensidade desses anticorpos em
individuos carreadores de dois alelos funcionais de DARC, especialmente aqueles homozigotos para o alelo
FY*A ou alelo FY*B. Além disso, a frequéncia de individuos persistentemente respondedores nos ensaios
funcionais foi duas vezes menor em individuos carreadores de dois alelos DARC positivos, quando
comparados com individuos carreadores de um unico alelo DARC positivo. Estes achados sdo importantes,
J& que este ¢ o primeiro estudo que mostra que o polimorfismo de DARC pode influenciar na resposta imune
funcional. Apesar disso, neste momento ndo ha uma explicacdo clara para o fato de que individuos
portadores de um unico alelo DARC positivo apresentam maior frequéncia de anticorpos inibitdrios. Em um

estudo realizado anteriormente foi sugerido que o receptor DARC poderia modular a resposta de anticorpos
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anti-PvDBP (Maestre et al., 2010). Entretanto, até o0 momento, ndo ha nenhuma evidéncia de que o receptor
DARC possa regular de forma indireta a resposta imune humoral contra proteinas de fase eritrocitica do P.
vivax. Outra explicacdo poderia estar relacionada a quantidade de antigeno DARC na superficie dos
eritrocitos. Neste caso, o baixo nivel de expressdo de DARC (observado em individuos carreadores de um
unico alelo DARC positivo) poderia dificultar o acesso do merozoito do P. vivax ao receptor DARC,
aumentando assim a exposi¢ao da PvDBPj; ao sistema imune do hospedeiro. Entretanto, o nivel de expressao
do receptor DARC na superficie do eritrocito ndo parece ser suficiente para explicar nossos resultados, pois
foi descrito que a expressdo de DARC ¢ menor em individuos com o genétipo FY*B/FY*B do que em
FY*A/FY*A (Woolley et al., 2000) e, no nosso estudo, ndo foi encontrada diferengas significativas entre
estes grupos. Portanto, estudos futuros fazem-se necessarios para esclarecer o(s) mecanismo(s) envolvido(s)

na resposta imune diferencial entre individuos carreadores de diferentes genotipos DARC.

Por ultimo, verificou-se que o perfil de resposta de anticorpos inibitérios anti-PvDBPy; foi estdvel ao
longo dos 12 meses de acompanhamento, independentemente de o individuo possuir um ou dois alelos
funcionais de DARC. Assim, apesar de poucos individuos serem capazes de desenvolver anticorpos
bloqueadores da interagdo PvDBP-DARC, essa resposta uma vez adquirida, permanece estavel ao longo do
tempo, independentemente do genotipo do receptor DARC. De fato, esta estabilidade da resposta ja havia

sido demonstrada pelo nosso grupo (Souza-Silva et al., 2010)

Em conjunto, os resultados aqui apresentados demonstraram que apesar do polimorfismo do receptor
DARC ndo influenciar na resposta de anticorpos detectados pela sorologia convencional este polimorfismo
interfere na resposta de anticorpos inibitorios contra a PvDBP. Estes achados s3o relevantes do ponto de
vista do desenvolvimento de uma vacina, ja que a estabilidade da resposta imune ¢ altamente desejada em

ensaios vacinais.

6.5 Distribuicio dos alelos de HLA classe II na populacio de estudo

No presente estudo, foram avaliadas as frequéncias de alelos do Sistema HLA classe II, mais
especificamente dos loci HLA-DRB1, HLA-DQB1 e HLA-DQAL.

Com relagdo ao loci HLA-DRBI, nossos resultados revelaram que os alelos HLA-DRB1 07:01 e
HLA-DRB1 03:01 foram os mais frequentes na populacdo de estudo. Poucos estudos tém sido realizados
para avaliar a frequéncia dos alelos de HLA no Brasil, e at¢é o0 momento um unico estudo realizado na regido

nordeste do Brasil demonstrou uma alta frequéncia destes mesmos alelos (Dellalibera, 2004).
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Os alelos mais frequentes para loci HLA-DQB1 foram HLA-DQBI1 03:01 ¢ HLA-DQBI1 03:02
respectivamente. Estes dois alelos ja foram descritos como os mais comumente encontrados em populacdes
amerindias da América do Sul (Tsuneto et al., 2003). Lazaro e colaboradores (1999) demonstraram que estes

mesmos alelos eram os mais frequentes em tribos indigenas brasileiras residentes na América do Sul.

Com relagdo ao loci HLA-DQAI, os alelos mais frequentes foram HLA-DQA1 03:01 ¢ HLADQAI
05:05. O alelo HLA-DQAT1 03:01 ja foi descrito como o mais frequente em tribos Venezuelanas (Layrisse et
al., 2001), sendo também altamente frequente em populagdes amerindias da América do Sul, incluindo a
regido Amazonica (Yunis et al., 2013). O alelo HLA-DQA1 05:05 apesar de muito frequente na nossa
populacdo de estudo, ndo tem sido descrito em outras populacdes brasileiras. Este alelo tem sido mais
comumente encontrado em populagdes europeias (Freitas, 2005). O motivo pelo qual o alelo HLA-DQAI
05:05 nao ter sido descrito como altamente frequente em outras populagdes brasileiras, se deve
principalmente a necessidade de mais estudos referentes a este loci em diferentes populagdes do pais. Além
disso, a populagdo brasileira ¢ muito diversa devido ao grande tamanho territorial e diversidade de sua

colonizagao.

Portanto, diante dos nossos resultados, podemos concluir que a nossa populagao incluida neste estudo
¢ representativa da populagdo brasileira, visto que os alelos mais encontrados sdo altamente frequentes em
caucasianos, negros africanos e indios nativos, que justamente representa a miscigenacao atual da populagao

brasileira (Krieger et al., 1965).

6.6 Alelos de HLA classe I influenciam na resposta de anticorpos anti-PvDBP no ELISA.

ApoOs a realizagdo das andlises para avaliar se algum alelo especifico de HLA classe II estava
associado a resposta de anticorpos anti-PvDBP detectados no ELISA, foi possivel observar que varios alelos
estavam associados a esta resposta (Anexo 1). Entretanto, em todas as analises (tanto transversais, quanto
longitudinal) foram observados dois alelos que se destacaram: HLA-DQA1*01:03 e HLA-DQB1*02:02.
Estes dois alelos estavam frequentemente associados a maior chance de resposta de anticorpos contra a
proteina PvDBP, seja contra a regido do ligante (regido II) ou contra a regido II-IV. Diante disso, ¢ possivel

concluir que individuos que carreiam estes alelos tem maior chance de desenvolver anticorpos anti-PvDBP.

De importancia, o alelo HLA-DQA1*01:03, apesar de estar frequentemente associado a resposta de
anticorpos anti-PvDBP, foi um dos alelos menos frequentes para o loci HLA-DQA na populacao de estudo
(5,6%). De fato, este alelo também tem sido descrito como pouco frequente tanto em populagdes do Brasil

(Tsuneto et al., 2003, Dellalibera, 2004), quanto da América Central (Arnaiz-Villena et al., 2000).

Tese de Doutorado Flavia Alessandra de Souza Quadros 75



Discussao

Entretanto, em outras localidades do mundo este alelo ja foi descrito como altamente frequente, como por
exemplo, na Europa (Sanchez-Velasco & Leyva-Cobian, 2001) e Asia (Agrawal et al.,2008). Diante disso,
apesar desse alelo ser pouco frequente em populagdes das Américas, o0 mesmo pode ter um papel importante

em uma resposta imune eficiente contra a PvDBP.

Por outro lado, o alelo HLA-DQB1#02:02 apresentou uma frequéncia de 10% na populagdo de
estudo; considerando o alto grau de polimorfismo do HLA classe II, este ¢ um alelo relativamente frequente
na populagdo de estudo. Até o momento, uma unica publicagdo recente descreveu a presenca deste alelo na
populagdo brasileira (J.Temin et al., in press), porém, os dados ainda ndo se encontram disponiveis para
consulta. Entretanto, este alelo ja foi descrito como altamente frequente em regides da Europa (Spinola et al.,
2005; Middleton et al., 2004) e, de importancia, em areas de alta transmissdo de malaria na Asia (Duggal et
al., 2004). Diante disso, sabe-se que este alelo parece ser de grande importancia, mas precisa ser mais

estudado em outras regides do mundo, particularmente em area de transmissao de maléria.

Os resultados do presente estudo permitiram descrever ainda que alguns alelos de HLA classe 11
foram associados a uma resposta proteina-especifica, isto €, apenas contra a PvDBPy ou apenas contra a
PvDBPy1v. O motivo pelo qual isso aconteceu pode estar relacionado ao reconhecimento da PvDBP in vivo
pelo sistema imune. Entretanto, uma limitacdo deste estudo é que a resposta de anticorpos contra essa
proteina foi avaliada in vitro, sendo medida através de ensaios de ELISA nos quais se utiliza proteinas
recombinantes. Portanto, ndo necessariamente, essa resposta reflete o que acontece in vivo. Desta forma, os
dados aqui apresentados devem ser interpretados com cautela. Por outro lado, esta ¢ uma limita¢do ndo sé do
presente estudo, mas de qualquer estudo que avalia a resposta bioldgica frente a proteinas recombinantes in

vitro.

Pelos dados publicados na literatura, um tUnico estudo avaliou a influéncia do polimorfismo do
Sistema HLA na resposta de anticorpos anti-PvDBP (Storti-Melo et al., 2012). Entretanto, naquele estudo,
nenhuma associag¢do foi encontrada, provavelmente, devido ao pequeno niimero de individuos estudados (n
= 73) e a baixa frequéncia de resposta de anticorpos anti-PvDBP (~ 20%). Por outro lado, os dados aqui
apresentados envolveram um grande numero de individuos estudados (n = 620), e, de relevancia, avaliou
prospectivamente a aquisicdo de anticorpos anti-PvDBP. Diante disso, os resultados aqui apresentados sao
de grande relevancia para entender os mecanismos envolvidos na aquisi¢do da resposta imune contra a

PvDBP.

Ressalta-se ainda que outros alelos tiveram associacdo negativa com a resposta de anticorpos anti-
PvDBP (HLA-DRB1*10:01, HLA-DRBI1*14:02, HLA-DRB1*16:02, HLA-DQB1*05:02 e HLA-

DQAT1*05:01). Entretanto, todos os alelos apresentaram uma baixa frequéncia na populacdo de estudo
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(variando de 0,88 a 6,7%). De fato, a baixa frequéncia desses alelos ja foi descrita em estudos realizados no
Brasil (Tsuneto et al., 2003; Dellalibera 2004), em populagdes amerindias das Américas (Parolin & Carnese
2009; Garavito et al., 2004; Vargas-Alarcon et al., 2010) e Europa (Freitas, 2005; Zuiiga et al., 2013), com
excecdo do alelo HLA-DQA1*05:01 que tem sido descrito como altamente frequente em regides brasileiras
(Salzano 2002; Tsuneto et al., 2003) e norte-americana (Vargas-Alarcon et al., 2010; Salzano 2002). Apesar
da maioria desses alelos apresentarem baixa frequéncia na populagdo estudada e em outras regides do

mundo, estas associacdes necessitam ser melhor investigadas em outras populagdes.

6.7 Alelos de HLA classe 1II influenciam na resposta de anticorpos inibitorios anti-PvDBP; nos ensaios

funcionais.

O presente estudo, foi o primeiro a avaliar a influéncia do polimorfismo do HLA classe II com a
resposta de anticorpos inibitdrios contra a PvDBPy. Neste estudo, foi possivel observar que trés alelos
parecem estar mais frequentemente associados a esta resposta: HLA-DQA1*02:01, HLA-DRB1*07:01 e
HLA-DQB1*02:02. Interessantemente, o alelo HLA-DQB1*02:02 também foi associado a resposta de
anticorpos detectados na sorologia convencional, reforcando portanto a importancia deste alelo na resposta
imune contra a PvDBP. Provavelmente, este achado estd refletindo melhor a resposta de anticorpos que
desenvolve in vivo, visto que os anticorpos funcionais tém sido associados com protecdo clinica. De fato,
Grimberg e colaboradores (2007) demonstraram que esses anticorpos funcionais detectados in vitro, sdo

capazes de bloquear a invasdo do parasito em ensaios realizados in vivo.

Em conjunto os dados aqui apresentados sugerem que pelo menos trés alelos de HLA classe II
possam estar associados a uma resposta imune protetora contra a PvDBPy; ja que estes anticorpos estdo
associados a protecdo. De fato, King e colaboradores (2008) demonstraram que criangas com até nove anos
de idade residentes em areas hiperendémicas de malaria, adquiriram prote¢do contra a malaria causada pelo
P. vivax, e que essa protegdo estd positivamente relacionada a presenga desses anticorpos anti-PvDBPy

inibitorios.

Diante disso, o presente estudo demonstrou que alelos especificos de HLA classe II estdo associados
tanto positivamente, quanto negativamente na resposta de anticorpos inibitorios anti-PvDBPy; Entretanto,
faz-se necessarios estudos desta natureza em populagcdes de area endémica de malaria que possuem
background genético diferente da populacdo estudada, visto que este foi, até o0 momento, o tnico estudo que
se propds a investigar essa associacao. Estes estudos sdo de extrema importancia, visto que essa proteina ¢

considerada uma forte candidata a vacina.
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Por ultimo, vale a pena ressaltar, que o presente trabalho foi um estudo preliminar servindo como
ponto de partida para estudos posteriores referentes a influéncia dos alelos de HLA de classe II na resposta
imune humoral contra a PvDBP. Neste contexto, andlises futuras referentes a associa¢do entre gendtipo de

HLA classe II e resposta de anticorpos anti-PvDBP estdo em desenvolvimento.
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7 CONCLUSOES

1) Na populagdo estudada o genotipo FY*A/FY*B de DARC foi o mais frequente, seguido dos genotipos
FY*A/FY*A e FY*AIFY*B®;

2) Polimorfismos no receptor DARC nao influenciam na resposta de anticorpos detectados pela sorologia

convencional;

3) A resposta de anticorpos funcionais ¢ influenciada pelo gendtipo de DARC dos individuos, sendo a maior

frequéncia detectada em individuos heterozigotos para o alelo DARC silenciado;

4) Poucos individuos desenvolvem anticorpos funcionais anti-PvDBP, entretanto quando estes sdo
adquiridos, os mesmos tendem a se manter estaveis independentemente do gendtipo de DARC do

individuo;

5) Em relagdo ao HLA classe II, os alelos HLA-DRB1*07:01, HLA-DQB1*03:01 ¢ HLA-DQA1*03:01

foram os mais frequentes na populagdo de estudo;

6) Alelos de HLA classe II influenciam na resposta de anticorpos anti-PvDBP na sorologia convencional,

com destaque para os alelos HLA-DQB1*02:02 e HLA-DQA1*01:03;
7) Os alelos HLA-DQA1*02:01, HLA-DRB1*07:01, HLA-DQB1*02:02 ¢ HLA-DQA1*02:01 parecem

influenciar positivamente na resposta de anticorpos inibitorios anti-PvDBPy;, enquanto que o alelo HLA-

DRB1*16:02 influencia negativamente.
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8 ANEXOS
8.1 ANEXO 1

Alelos de HLA classe II mais frequentemente associados a resposta de anticorpos anti-PvDBP

ELISA Ac inibitorio
Loci Alelos PvDBP;, PvDBP1y +§J§§; I;w PvDBPy
DRB1*07:01 OR=1.7-2.0
DRB1*14:02 OR=0.22 OR=0.33
DRB1#10:01 OR=0.20 OR=0.25
DRB1*04:07 OR=16.1 OR=4.27
HLA-DRB1 |DRBI1*16:02 OR=0.38 OR=0.09
DRB1*13:02 OR=1.93
DRB1*04:11 OR=2.21
DRB1*04:04 OR=2.07 OR=1.97
DQBI1*03:03 OR =4.7
HLA-DQBI |DQBI*02:02 |OR=227-.09| OR=1.67 |OR=177-22 | p<0.05*
DQB1*03:02 OR=1.81
DQBI1*05:02 OR=0.26
DQA1*02:01 OR=1.71-2.5
DQA1#01:03 |OR=2.82-3.6 OR=18-25
HLA-DQA1 |DQAI1*05:01 OR=0.59 OR=0.35
DQA1*03:01 OR=2.83
DQA1#05:02 OR=14.6
DQA1*06:01 OR=4.99

OR: razdo de chance (odds ratio); a OR foi calculada conforme descrito nas tabelas 3 a 11,
comparando individuos respondedores (incluindo respondedores, temporariamente respondedores
e persistentemente respondedores) com individuos nao respondedores.

*Frequéncia alélica < 5% inviabilizou o célculo da OR; portanto, apenas a analise univariada foi

apresentada.
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8.2 ANEXO 2 - Artigo
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OPEM ) ACCESS Fresly svailable snding

Duffy Antigen Receptor for Chemokine (DARC)
Polymorphisms and Its Involvement in Acquisition of
Inhibitory Anti-Duffy Binding Protein Il (DBPII) Immunity

Flivia A. Souza-Silva'®, Leticia M. Torres'”, Jessica R, Santos-Alves', Michaelis Loren Tang',
Bruno A. M. Sanchez®, Tais N. Sousa’, Cor J. F. Fontes®, Paule A. Nogueira®, Roberto 5. Rocha’,
Cristiana F. A. Brito", John H. Adams®, Fora 5. Kano', Luzia H. Carvalho '
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protein 0 immunity.

Tl i T b B i B o el By

B ailan MNadorul Resma® Dol (0P, Oumiits Ca

HLISA targeting PVOBP |region Il DBPE of regions B-I, DEPEVL The naturs

CRatlhon: fowis S PA Tomes LV, Sardon Abras I8, Tarsg ML ot s BAM, ot ok 000l Deal®y Rriogers Baapron o £
Baradineg Peodedn 1 (DS iemwiiring. FloS ORNE S0d) -ruﬂna?mmm

Bl s M & Temuy Loseiv Gawd oof b goel Tamded blifiee Lsllied Sapion

Sleiirings, iSafas Binasiam
Wty il S arrines 17, 1070 Ao mptad Monch £, 00, Praibli shed & et T 2004

Copypright: £ B Swon Tk o i THE B s - e & Me Sl i Th W of Be Oollve O At fon | icefs, whic sl
wrrabylal o, Sl srad mpmalaYion B any sl jrodida] P oyl el g g s e cradied
quﬂ.ﬂlmhﬂ Fnsunt Fourdalon of MAs Go s S [FRPEMIG), Reear b Fourdlion of Avaieems Suw FLPEAM, The

Forolaion FOMLT, FARET WT) dred Wl el warl g oo Py en ool Conlar s of BaC alisns
Prore s bt Ol DICIT AR waPuiantuipn s CAMET FAZ LW, BECSgaron (0 MLT) Ohifg L O CRAE) g o a0k raelidiged. The Sl N

indhiduals carrying
the naturally acquired inhibitory anti-Dulfy binding

(ERNC] oy

amad W

e i e Sty deegn, Ol collar Soe el Jraiiysly decsin 10 pulie, o

ey
= Eavalil e afe aiFedlrayt Soomg b
» Thade afewi comibuted eguilly 1o Bl vk

Campaling inlarame | h H Cwala s a PLOS DMF Bl bl Bogel mastea Thi S Rl 0 Tab alheen 3 s T PLOS ONF Bl puiichs and

Introdudion

Flzovs s nva s the most widespread Taweafnms species and &
a paental cayse of morbidity snd mornlily smeng the 140
hilion people fving st rsk of infection [ 1. Recent evidence of
mukxirug-rrsisan P eoor ssociated with severe and sl doease
elevaten it © one of global health concern |2,9]. Mo o
mfects hsman erpthroores (RBCs) thmagh 2 pathway that
mequares imeacton hetween an apical parsie peotein, the Duify
inckng peowin (IVDEF, and it recepter on retiouloryes, the
[y antigen recepar for chemodkmes | [MARL] [+-6]. The pgoalm
develnping PvIJEP s a vaccine againm hiond siages of P mser i to
elirk an aatthody msponse that inhibits parasse adhesion to
DARC-posgvwe luman reSculocyies, and themrby prevents mer
moke imasin. The imponance of the intemsction Betoeen
PP fregrion 11, DBFI) and DARC to P e infecSon has
simmlated 3 signicant nember ol snudies of PeDBP an@ody

PLOE OME | wearw piosoneorg
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respemnsen. Available data demonswaw tha nammlly accuming
anshodies o FvDBP are prevalent in individuak Bving in P o
EMEEM ArFas ru"—'l].nlf these anriwwlies czn bk the DEPIL
DARL inwracton | 10-17]. Whie inhikeory DEFI sndbodie
maier 2 degree of pmoeciion agamst bood siage nfection [ 12],
thesr anobechs o aeed cowards 3 e allele |19]. Azhouigh
ans-PeDBEP mmane reaponses have been well charsdgerined Hnle
s kmown about the =socizion beseesn this immuse regonse and
IVARL hewe genotype | 14,15).

Akhough most individmb lacking [ARE on their RBCs are
mmraly eSsan © F, reey |i|, s mdErnme oo m AR
negative persom Eving in vivax malaria endemic ares [ M6-10)
Beyond being mecepinm for P and varions chemokines [19],
DARL] proeeing hawe clinical and binlogical signifance snd have
been reported t0 be amocised with tamiison noompathility
and hemolyac disrzse of the newbom [20-22]. k sakbo mpEcied
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n several inflmmatory dissses. and cances, and might play 2 role
m HIV infecson and AIDS [2%-26]. Reently, a previoushy
umreported facton of the meosptor hae been desaibed in P
Jsinpann mfecson, in which DARCD proteing seem 10 he smential
oo pluieied-meedintedd (dlling ol P falnpous parsies [27]

The wo commaon LARE alieles in Canmoons, FT"4 and FI™A
differ by a Sngle baer smbsxwion (125 G>A] resuling in te
rrplacemens & reichie 42 m the exiracelular domain of & gheine
{Fya antigen) fer an mpane sl (Fyb snsiges] [ 3,29). Anoduer
mutaton in the DARD peme pmmoier region abalishes merpmns
GATA ] eryieid irwinm Bartor, resuking in the shesnoe of
DARC angpens an RECs -3TT0; Fy'™, enthrmcyie-silem) [1].
Althmigh most DARL negethe indhddual carry the GATA
mnpteon in g FYYE allele e FYRE aBdel, the presence of &
ar-reguinery mnerarion within FY™4 has bers described [31] The
el epremin level of eryhroid-serSc DARC & o
dominant thereiore, DARC sl promoter hetemaygnsity meduces
e [PARC expremion level by aprmimazsiy 5 percent |31-10),
Similarly, the macepribilty ® P miey in [DARD -pesi tve mdiide
s vares among gpecific O848 gennnypes [31,H-36].

n the currest shuly, we present data of e frst popoiston-
haed stuedy of the relitonship betwesn ARD genotypes and
MOBP mhideory snithades. The methadalogy nchded a
evmm iy based open eohary study in an sgriewine ) sevdemen
of the Amsson anes of Berd n which &0 indvidmbl were
pnotyped for DARLC, and sew PYDBF imemmme nespomes wens
bmnding inhibsary sniibades AN nestag the DR Bpand.

Material and Methods

Study area and population

The sudy was carried-mit = e a weleriwent of Kio
Pardy (196" 5= 1548, 8027 W=8071 0" W, Pesldenie Figarimdn
Wq_mjm—.uk:inh!mlﬁnm
area. Rio Pasde & located appmodmadely 160 km from Manas,
the capiial of Amamnas, diong the man ares 0 a paved road
BE-174) tha cooneck Amaonas o Homima Stsme The
wrglemen waa alficially aemed in 1956 by & National Insies
of Codomizasion snd Agrarins Reform (INCIA) 2 pary of & buoge
uman setiement in the Amason area [37]. The mean smmmal
emperaure 8 310 with bemid climaie sed serage sl
ratndall of the 2 (00 nam per year. The rainy season exiends Bem
Mh-hldﬂmﬁmjﬂ-&ﬁ. The serds
ment & composed of aress called “renes’, which einde
hamesrhalde on both sides of unpaved rosds, amd & rheerine
populstion mied [garapsd. A crmmm in Seprember-{oinher NI
hendfied M1 mhabvitants, wizh 360 (5 1.4 %) Bvng in rames s
st 141 (FLE%) i aned wewesd [gurapd. Inbebitanis of $e amas
e on mbsisence rming aad fishing alng the small sreasns of
the Rio Fardo River. The smfy site and malaria ransmison
paiems have been described I detail] elewhere [18). Alhoagh P
mmr and I arr trammited year mund, P oser @
respari bl e for wbna 1HI % of mmleris cose [58). Housing qualiey s
abiity of cortive services & Emited, and 2 prvernment ompost
provides free malaria dagnose and treatment.

Study design and cross-sectional

The ethical and meshodological sspecs of this sudy wene
apprved by the Fithical Commiter of Eeseawh on Heman
Beings from e Centm de Pespicos Rend Radhou [Report

FLOS OME | wwess plnsone sy
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DLARC P abymarphivma invobesd in inhiblosy (RPN mman sy

Mo 007 S M6 and N 07/ 308, anconfing o the Besnbefion of
the Braziian Council on Health-L2NS 196 / 96 afer oonsuladon
with the commmungy. In November of X0, of 701 residents of the
srbemwnt invied 16 perticpete in e aady, 34 1 ( TT.55%) soceped
by piving writien infemed mnseny which wis sie asrsmed (mm
the mext of bn, oegiver, o goemfians on e behall of
mrrpang mnore In addion o e consent brm, separaie
ament forma were obtamed fmm mEsor, in langsage spproprate
far ehiidren agea T=13 snd sdnbescens fmm 14 16 17 yeam of age.

A popubaton-besed open cohon sudy wes iniaied n
Movember of 2ME, with the Blovwing procedeees [M]: (@
admmmration of a smscurel questonmaire o & volumieers o
obtain demographital epidemiciogical. and cimial data; §il
phyaical svsmination, mchiding baly emperawe and gieen’
fver pire, reconded seonmling 1o sasderd clinicsl pronenls; @)
venmes blnod collerrion in indhidesl sged e vesrs or older
(EIFTA W mi], or bicad spotied on Gker paper (Snger-prick) m
thowe aged <5 yeams; and (iv) sewrch br malaria parasies by hgls
mcrmacniy on (ileees thick Hood snean, Cieographical lnmton
of each dwelling was recorded wsing & handheld |3 channed
ghabm] pawi d oning syssem (0P (Germen | 21, Obebe, K8 1754
with 2 positinnal aorwmry within 15 me At initial esrollment, of
1 wlmnteen, grnomic DNA wa smpified & QAR pohmor
phiemmn snd fl aams wmples soreened B P are snsBadies (0 195
(1%}

Sm snd rwwhe momhs fnllowmg the inifisl ey, identical
oross-sertinnal sureeys were caried om In total, 355 sibjecs wers
erniled & basefine, 4 M) at the 2nd servey (June 2009], and #17 m
the 1% gurvey [Dasker-Movember, XK. A toml of 620
velmmterrs conriaed [NA and pleems ampie, ssme o which
panicisted in more than one crosaeccinnal sunvey. Cine hundmed
cightyawo (29.4%) and M5 (%) mshjecs prowded semples @
o and three cos-secional surveys, respectively.

Laboratory disgnoss of malaris

samed thick smesns and rral-ime FCR wation of a species-
secific segment of the mulicopy 188 rRNA geme of human
malars parasies. The (femmacmined smears were svahisted by
eperencn] WiEoaapa, scoondng 0 the maluris dlgmoss
puidelines of the BragBen Miniry af Health, For wal-ame PR,
genomic DNA was exracted fmom either EDTA whoke-hinod
sampies fadulis and chiideren=5 yeans oid] or dried biood spois on
flier paper | childres <5 yran) ming the Piregene Hood core kit B
{Haprn, Minneapols, MN, UBA) or e CllAmn DINA mind ki
M Espenl, repecively, seeonding ts mamisriuen” narucione
Healsme PCR wos performed = describest [1] using
a comsensus par of pomem (FLI4TIFIA [5'- TAACLEAAL (A
GATCTTAAY] and PLIGTIR I |5 GTTOCTCT AAGANGE
TIT-T

DARC genotyping

Fxwacted genomic INA was ued © deent the thres aommon
alieien at the BMRC Jorus, FI®L FY*, and FI8™ (F5=
eryihrnld sllent), using real-time PCR with aliele-gecilie primer,
-mm’ﬂuﬁmm-ﬂtﬂmiﬂl Fasrnyiafly,
the onginal PGATA and RYA primens were replaced 10
FEATANEW &' O0C GG COC GOC GEC CTCA TTA
GITE CTT GGC TOET TGO 1) and RYANEW 57 AG CTG
CTT CCA GGT TGG OGE T, epecthely, Each 80
maction mix conmmed 50100 ng premormie [INA, 10 pl SYHR
Green PCR muster mix (Binsysiess) andd (L1-10 peodes/ pl. of
deserted by AH Prism 7000 Sequence Deection System (Agmpled
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By e | uning a cpcle of 950 e 10 mn, fllowsd by 15 cpeies
al 950 law 1Y @ snd BINL G | min, At sopdifiessinn, meking
omimumn mexurements of feorscence (F) &t 3 om
which the rmperamer wis gradmlly incressed om 60 0 6L
hlelting pealn of esch ampified Fagmeny were vualined by
plntting the negarive dernasve of the fimoescence over temper-
wture vermm fempemtune [~ AT w TL DNA mmples fom
previnudy well charscteiond Brasilian hﬁﬂuﬁnﬂﬂum
mnst commnn DBARC gemnoypes were indwded s P—:l-
otk In additon. n o 10% of sampies, 2 942-bp (aEment
o [DARL, comjrang mbmaphic pestions -!!-Thl:. ik
P50 A, wis empiied by PCHR wing See lorwasd T Y-
TCAAAACAGEAAGADDC ARG and reverss H.'LTAEG-
TUTGALS ATHTATIAA- Y ﬂlﬂnpm&q'—nr!m
wny haped fidns macragen. mmdeag ). No dacordanm mwilts weee
wibvrained.

The emeyme-linked e neserbent oy (KLRA) o 1ol IpG
antihodies w0 PVIMEP was omed oot ming teo recombinant
probeing, covering the region [T I3 or mgom THY (DB
V] The meombinas: DAPH, which inchedes ameo acidh 243-
S?'Iqltgnul ln,h-q'll_dulld'ljlmupqﬁd
B = i diesrrihed [44]. The roomibinzm: DEPI-TV,
amina ackd [ 12-771 (regions THDY), was expresed 28 2 silsbile
tmbions S-irandersse (GST) Mwlon pewin of 60 ks, =
previously described [T 0], To ssses Ipls anthodes o DB,
ELISA was carmied out a8 previoushy describesd |8 with seram
ssrpldes a2 1100 and recombinam prodems st s final concensaion
of 3 jg/mL (DB or 125 pg/ml. (DEPLLIV). For DEPIAY
praein, dhe fnal opocal densiy (00 & #92 nm was caladaed by
mirading the (0} cbizined with GST (mndgen commll The
eemilin weew Eprrand o Teactivity index UL = (b of wen
sample daviched by the value of the c-ofl. For each meoombinant
proten, cut-off pomnes were st af three sandard deviations sk
e mean O of wra fom 30 individm whe had never been
epemed i malyria. Values of B >0 were considesd posizie.
For stewrical mdsadialy were cavponaed = bogh
responden: (RI>4 or ow responders (RI=4). Thi crierion was
defined based on e peevias Inding tha) few indhideak

develop PeDAP amibody a RI>4 [13).

CO5 cell ransfection and enythrocyte-binding assays
DOST (green menkey dney epithelimm, ATUL, Mensss
VA cellswere transecied with the plaomid pE(7FP-DRPIL which
cndedd for a commes [P ssguence crulating in the Aman
wwa [M]. This conssrur) alows oijremssn of [ & & fuss
jproein o the Naemminus of EGFF ysed 2 0 transifecson marker
= previomsly desnbed [10]. Tramsiecios were malized with
Epnieriamine and FLLUS- reagent (Invisogen [ie Tedhnologies,
Carbbhad, CA) meowding w manylsctwrers proecmb, ey,
0057 cels in sx-well coliore plae [I_"u:]ﬂ’ el fupell] weee
wanskcied with plamid 115 pgfwelldposome complexes %
Phs-ragess and 1% lipnieczamine] ia [hitheans Modded
Eagie's Meefinm (DM, Sipma. 50 Lows, M) wichonyt serem
Afer § b exposure tn INA-Bpesom e complexes (37°C, 5% O],
wansleciion medium was reglaced with DMEM with 10%
A wrun ([Beeflll., Geshersbong, M. A M h pon-
-mini-,ﬂmnlﬂmux*hmm:&dm?d
wanskrtion was asesed by fisoresenoe. Forty-=ight houms pos-
Fanstcinn, srythrocvte-hindng smay were perinened an peed
oy cheseribwel [11]. Briefly, plemes sompdes were slided m |90,
.ni[hnmmlidﬂiﬁtlhruﬂ'ﬁnﬁ'im;}h—l

LR DML | wers gliosonenig

Tese de Doutorado

Anexos

QAR Palynorgiiami i i InhEaagy (RPE Femun gy

F DA RC" erythmoytes in a 10% sepenson were added 10 each
wel (Al Swell], snd pleies wees incuhated e 2h & roam
Emperanre. Smee R e might mihence n aew
erythmcyie-binding asam [36];, & was omfmed here ([Fague
50, all in s binding amays were @arsdont with erpthracyis
Mhﬁwwwp-dhhﬂ‘ﬂﬂ'l

mashing the wel e es s with phoaphase buliered wlne (A5
Hewfing wis guantified by munsny maess oheened o 10-20
felds of view (7] Posithe rosetes were defined 2 adherem
enythmcyies cover ing mare than 5% of the TS cell serfce. Far
each mmay, ponled plems wmpls fom Rie Poda waidesss
chamciermed 2 naon-responddern by ELEA were used o2 negative
mmernd (| 0% bindingl. For this parposs, only plasma that did nex
kit enthmoyw lindng, i oppoaed 10 wmples (om

Brariisn domory, was poaled for the negasve contm fmsally, 10
jlama ampes/poall. A poses omiml mduded a pool of
plasma from medndckial with longterm 10 makiria in the
Asmagnn srea. The pereamt inhibson was calenlued s M0 x [Re
- R4/Bc, where Br & the aversge number of msezes in e
wniml well and Rt & the average number of meettes in the =
s

A databaee wan created with Epidata mfwane [l /e
epdnm dll Liness cormlations betwesn Sen  venshis  wear
desermimed by using the Peamon correlation coeffi cent. Compar-
s of heo Ddependent propartions were realized by Fotest or
chismiare i = sppoprisie. icNemars el we wed B
.ﬁlﬂrﬂd.dw [Fillerrners in medians were
e nsing Korusioad-Wallis wish Dunn's pesr hae tes oo idendfy
diferences hetween gospa. The 35% Mid-P exact st was used 1o
refimals incelener rato [pereon- 1 of blse-up) and mafidenes
mrrmb, comsidering wrishls sorh 22 dsmdon af maleris
expoute, mumber of perans expnsed, and previow malarm
epimnten. The level of sgmifcance of 5% was adapted. ALl s na e
were peribmmed on Soo soffwere, VI3 amd Openfp g/
wwnt cpenen oo v T lenn AHE_Merm el

Malarial infaction, enmliment and follow-up, and PyDBP
orwentional senlogy

W invemigeted seuse malens iefnevion is G20 sulyers with &
median of age M years and 141 male-lemale (Tabie 1. Age of
mivects msrally comresgmnded 1o the time of malaria exposure =
the Ammasen srea (7o 090 P<0000], Pearun's conrdston e
Mecbian gmie af residency in the Amasan sres wes M oywam A dhe
Sme of first binod collecson, 19 (3%] suljecs had posare hlood-
mml?ﬁﬂl]d’ﬂ_im_dhr!-.ﬂld-
gme POR confimped all micrecopically pamifve wepla |6
wAdiion, PCHR-based pmrorn] dennified 17 adidiises) ms b
mirctions; 13 F. roey and two 7 The overall prevalence
of malaris was 5.00%, wih 32 of ghe 36 (18%) indectanne camed by
Foreme, Na F sl or mined  Mossdes infecsons wess
diagnnsed by either mirmacopy ar neal-time FOH .

The 620 were (oiowed up v an average of 7
waowtha (10 dayn 0 12 monthal, s represating 4648 peram-
mcidenee mEes of P opey malaia was 20 epkodes per 100
jeram-monda (5% cnfidence merval |CI) of 1 892-2M0/100
prran-mand) end, of P filopens L4 per 100 persn-months
E% Cl of LMT-AI4/100 peson-momthl ‘The temporal

depwil 2004 | Vioheme § | e 4 | 93002

Flavia Alessandra de Souza Quadros 83



Talle 1. Demographic, apidemiologicsl and genetic dats of
1620 subjens Fio Pardo Settisment, Amaroned Brasl
Chas et
| e g, s TS
[ T R P LiY
Acuis maleris sdecBon o Wi
Liighn Micsesicogy LM LT
PR 7@
Tht s 6 (A
| Yot of sl wapo s, mwdian JOR Hingan
Provioos mulads geomiise, mumdies BON EREE
AR gy, 0
Lt ] L g N1
Frusr 6 g
Fria s 15" oan
L~ Lt
Fyazmyags &1L
L ol ia ol oy
D4R allads, & Pl
Frea W sy
A2 N
et B4 (18R

W = ey e g
LW VTP wleme, B P REhEaman Rl T PR 15 P, i, Tl P S i
“Sgrlcan SMewer i P<RDE, Toatl
* Pusguatieni, s jgeiianty, Frons P PO @« 00000, Fail
[ERERRIFEES TR R, o bep B

dimribedon ol vivax malris epsnde sccording 1o reinfall and
seamnm B dlummesd n Figure 14

Among the 55 regeied wisnteen, 5 were enrolied a1 the
baedine, 4101 dsring the nd survey (i montha) and 417 during 1he
Srd smarvey (12 monthsl At the baseline. ELISA I antiedies 1
the main varamt of PFOBF corulsiing in the sea Fal- 1) wer
dewred in 12% [regioa 11, AP o 5% (regiem 1=V, DRPD-
IV of the sméed popeidon (Feure B The pmfile of DB
antiherdy regrnee waa selsiively stahle over the comree of the crm-
wertiomal sudies, and was nar swecieed with the maleris
Tansmewion wasn (Fgure 1B, On the other hand, EPIIV
sntihedion fuctimwd according o malara iransnaion 9% v
i v 16% m baseline, 6, and 12 meerha, resmerriveh; PihOs
by #-em] Comsecuier smiogcal smeys desommard thas,
while 5P of DB reponden could e clamified = high
rraponders (R4, the majorisy ol DAFI-1Y reponders were low

Th e A5 Bl<if In i == re—a oF BDEE
et (70 = A5 In e =ea e o WINET

antiberte seemeet ot to e mEaeneed by s malara sefecton.
e the Fequency of respondens was smisr in =feced aad non
indecied groups (2L 05; Figure 57 Hosever, the low mambers of
sy mlecgons englied in the snmly peechide cmnelsions s o
the association betwesn inferson and PeDBP ssrdhaody resuonss
A infrrfions ware not expldneed i the Bimther mahaes

DARC polymiorphisms and generation of P. wivar spedific
antibodies

Theee [ABC penorvpes, FYSAFTYE FY4/FT% and FYod4 )
FIE", were frequenty ohserved (Table 1), with hetesey o
FT=di FT=h beag the most jrevaient (|5 ol of 620, 5.95%), The
LUEC megasive genoiype FYPES)FTY we present a8 low

L ONE | e pln somenng
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Anexos

DARL Pedpas hem mstived o ks (B MMy

freguency (13%, 30 of 20} Acondmgly, we bund o sgnifcam
prebmame of nos-abent S48 alleles in e sudy anea wrth
FI > FT™H > FIE™ p<000l by F-ww) Individuak
mmrying the dferes JARC penntypes wer v elisrihaed
among the demngragirio] and epideminl ngical varishies 2csnca
e with the sk of malaria nisction, mech amspe, e, snd dwellng
lcasen jdess not shown],

Ami-PvDBP Igh antibodies by conventional sesology

To determine whether DARDC 3 imBnrencr due
PDRF amsfaaty responses, we iniSaly anabeed PyIHEP antibod-
ba aa detecwd by ELISA. DEP ssthodien were snalymed =
hesebne and sfier & and 12 montbe with iscSvidualy sised
mﬁwhﬂlﬂ:ﬂnlr_ﬂ_mmmmﬁt
FIRAAPTOR FTORCET, w (FTRANPTRS L TR e
no (FYE"/ 8 DA R poaitive allels | Figare 3), The frequen-
o of esponders smong DARD negathve mdnidhiah (FT™F™/
M_lmhu,.-d:h:imdlw Pt die o ase
at all survey times (Figure 241 In DARC positive ssdhvidmls,
[HEM sntiadies were detected in P3-06%, with ao dilleraoe
(Figare 241 A simiar profie of espome was detecied for DEFI-
'V andbodies (data mot shown].

Eﬁtﬂl!ﬂiﬁhﬂi\uﬂ:ﬁpmﬁd;ﬁ.ﬂlq&ln
thres mrvewn (pared-smpiesl we smalyred the sobgroup for
ciferences i their sas- DB smiagical resuonee (Fipse 18, In
general, the profilks of the DR anibaety resparmes were gimlar
betwren mired and non-paired sampies | Fygaee 7). However, n
the st ree sk gromip, 1 wan poasibie 1o deied & dight wend trmeend
a more imenss responss © DEP among DARDC pesirses
@AOYME & singe e allele (high  responder,  KI>-40)
(Figere L Mowever, the difference wan signilican anly = 12
memths (F-tesp =12, P L0H), wih 5% and 7% respondens
detected anong dowhle and single posithve cariens, regpectedy,
‘Tha tendency was =0l smeciswd with any pariculsr genoaps
and was not deered by mEng anmher ecombinan: (DB PI-TV)
(et ol whawin),

CEF| binding inhibitory antibodies (BlAbs)

Further experimests imestigard whether DARD pohymor
phises ahered the funcdonal progriesies of DEPL] areibodes. Due
o the medhodology constramts of perfbrmmg Aimctionall asays,
e dir e crna aecs ol e of DBFTT BLADs fespanars wers
perinmmed on & subser of dhe siudy populsinn compraing 270
samples comespondmg 0 9 DARLE positive mulvidusl (pazed-
ammples] matched for age, wa, shd malsds egposure (1 ® 23
valmieen per JANCpositive penorype). Plhoms senples fmm
DARC neguave indardmb (n® 2] were wed 2 2 negaiee
epmernd, aned nn VAP HiAds ool be detecwd in dhis group jdets
not shown) DEF BlAbs were spnifiangy more feequen: in
smge [N pwitve alisle @umen than m doehis posae camen
(Fipere A4, Thia paswrn of sequdneed Ennmine mapame was vimdar
m all ooe-ssoional measyes of DEPI BlAbs Beyond e
frequency and levels of inhisiory astihodes, the pemisence of
reapensd i alen higher in the prosp camying & sagle NG
poszive allele (fiem = 100 P = (LNET) | Figeee 381, 2 nomk daar
was not detecied by convemnnal svdogy (das not shawn),

The perdeney 1owarrds an mereaned DHP mhiviery anyiedy
investigaie whether 3 peftwuler QAR genntype of 2liee cmiid be
l.nd.‘rduﬂdﬁrmlﬂmulﬂmfﬂ&lﬂrﬂ‘]
or FI™H alisles wers amociaes with kower DEFI] BlAR: wherems
the presence of fhess alives M hewrongoss o the WATA
mumion [FI PP o FYVEFTE) was amocisied wig 5
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Figurs 1, Tempoaral distribution of # weasmalars spisod s and serological svabeation of ELISA detected iyl antib odiss targeting
PviDEF, Amaconas, Brazd (Moy 2008-Nov 2009. () Epsode s of malars, = dewoted by comventonel marosmpy, vansd aoordmg © raefal
and wmson; (B DEPE-& antthodes fhcieate with smon while and-DEPY weaine sable BLEA deteded anthody wmomes were evaheded
Mo X086 kine X090, and Movember XEH . Bmults s sxpresed o e gueency () of iepandeny, with Reacivity indes (8= 1.8 omdered
posane dffee spesripn B0} indiote sgniont diffeences P<008 by Fiest)

o] 018 1 ol pone 09 a0

much higher ichibiwry nesponse, snd these profies wes
omnsment n &l three msrveys (Figure 8. Indnadeals hesenaypous
for FRC -proshe alicles (FT0FT developed sn intermediae
leved af DEFT BlAL jc 38%L Thess resuls demommed tha
DR penonpe influrmces the Fequency and mshility of human
FXEM inhibbary sniady respones,

Discussion

An mnporast gnal af Pv[MEF wcdne =fiors & w nhise peae
invasion of AR poitve mtruinogts. Sinee DARC pohmor
phm Afw lnPfH s alery e lhhi,.-m P DIl ansbedies 10
bk pamsie nvasos [16], we camed-out the firm blowap

PLOS ONE | wwer plosomensg

Tese de Doutorado

popdation-hesed swly of $e rloonshen benveras DARC
poymorphens and DEF amdodies. In the sody area, incidence
razen fior . smam andd P falopparns malerds were 200/ 00 and (1040
1040 person-meeniha, respecinely, allswing the dasilicminn of &e
arrs s hyper © mesrendemc, conssend with the general profie
o wralard s drn v msien in the Armuases mghon |81 ], Az remlnes:,
% o the mudied madhideal showed ELISA-dewcred lpls
angltodies o the Tand mgpon 11 (IXEF0, whie a higher
srreprevalenes (%) was (oend by osing a meerwn i namy preagen
erng rgamns o IV (DEPI-IY. Athough DNEFL] 2ndhodes

were [em frequent than DEPI-TY antieorien, the magnewde of e
IS e respeonee wis signd fessely higher and mchided 5
sigaifirant mumber of high wsponders (R 1>% possiily becasss
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DARC Pobymaonphsms invalved in inhibiory D8P immanity

Anti-D2PF, antibodies

DARC positive DARC nagative
Dioiible positive alleke Single positive allele Mone positive alleks
A)
5% 5%
Mon-paned L)
samplas AR ga. L I 6%
M=620) Hh A 3 | o
AL
s | o P
- 105 | o | B &% %
o | o | . . _ « R T8
f’ £ F f & j’& & F
B)
Eha T AT%. i
Pered-samplos 404 ar% 8% A% e % A%
W= 205 44 =T% airs ETE
0% s e qam M% um
: : ol 10
[ . . . 1Y . y % v .
A A j’ & F

Pagitive RI:

Bx1lasd @4

Figure 2. Frequencies of DBF Il igG EUSA-detected antibodies are similar in individuals camying one or twoe DASC positive all des.
Dé Pl amtibady mes ponses were evalusted in plesma ssmples from individuak who particpated in (A) 2t le2st one omoss-sectonal suneey (non- peined
am n=#xi) or {f) nthree omeo tve surseys | paired- ssmples, n = 205)_ DARC positwe ndividuals wese categofze 25 camying double posve
allebes (FYSURY A, FY AFYE, FY Py ) or 2 single pasitive aliele (FYSLEY BT, AOWFYE™] DARC-negetives do not espress DARC antigens on
erythracyte sudae [PV EYE™ BLEA resuls wem expressed s fequency of responders | percentages an the op of the Sgures), with Resctivity
Indeac { AT 1.0 con sidened pos itve. For all frsquen oy comparisons, signifient difie senoes were found only between DAAC ne gatve and DARC posiree

groups {P<005 by chisquare fe=sf).
daltl 013 71/ fjoumal poneD0 9378 g002

dominant Beoell epiinpes e on negion 11 [#2—84. Acoordingly, the
amalysis of consscutve serological surveys demonstraes that, whils
IXBFLI-IY antihodies fluctuate with season, [XBFI antihadies wene
sable througho the sudy penod.

It is well known that DARC-negatve indviduals are highly
resistant to P miney infection [4] and, in general, present only low
levels of antihadies i P oiner blood stages [14]. Theredore, we
were particularly interested in nvestigating the influence of D4R
peitive alleles on the acquisition of anti-PvIXBF immunity. Among
AR C-positive allele camiers, the frequencies of ELISA-detected
Igls antihodies were similar in single (FY*4/ FT*E" and FY™H/
FY™E™ and double positive (FY™A/ FY™4, FY*B/ FT™E and FT™4/
FI™H) allele cammiers. We obgerved a weak trend toward ncoreassd
DEPII Igl: antihodies ammng single positve allde @miems,
although this assndation was not significant in two of the thres
cToss-sertinnal surveys.

Few studies have mvestigried the influence of DARC-positive
alleles on the presence of conventional PvIXBF anfihodies amquired
post-indection [15,56]. Using the recombinant DBPI expression
omstruct used in the present study, bag ELLSA aesas with plasma
samples twice more concemirated, Masstre of al. [15] reported that
Unlombian subjecs with one positive allele were more Lkely to
show 1XBFII antibadies than wene those with two positve alleles.

PLOS OME | wears plosonenrg
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Unforunately, the low number of ELISA-pmsiive ndividuals
the Cnlombian smdy (IDBPII Igy sera, n=17) prechides solid
mnclusions with respect 0 an  asociation between FvDXBF
antibodies and the DARCpositive allele. In accordance with our
findingz, King et al. [36] reported that DARC genatypes wene naot
smnciated with significant differences in DEPI ELISA specific
antibndy responses. In conclusion, we fbund no clear association
hetwesn [4RCGpowifive alldes and convenfinal anti-PvDDBEP
fmmume  responses, as deteced by ELISA using differem
recambinant proteins,

In contrast to conventional serology, the present smdy
demonstrated that the Fequency and magnitude of DXEPII
mhihitory antihody responses were significantly lower n adults
amying two MECposithve alleles, especially in individuals
homazryvgous for either the FI™4 or the FI™8 allele. Twehe
mimths later, the frsquency of persistent [3BFI BLA b responders
among those hearing double-positive alleles was hall that of single-
positive carriers. These resuls suggested that, while individuals
with 2 high level of [JARL expression (double positve cammiers)
exhibited loww BlAbs responses, those with a lower level of
expresson (single posithve carmers| exhibited a Wgher mhibitory
resprnse. There & no cear explanation for why indviduals
@mying a sngle DARC-positive allele exhibit a greater level of

Mgl 2014 | Violume 9 | lsue 4 | 93782
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DARC # piyrearphomn invobeed m inheblosy DFMA Fnmuniy

A)

DARC positive
Double positive allele Single positive allele
(n=5T) =23}
BO%, B0% | pauc®
50 50% a5 4%
40% | 40%
L)
0%, i 26%: 230,* 73%° 0%
20% | 0%,
1%, | 10
on o% 4
m‘y’ ¢ & ej’ & &
Redative inhibition B 50% - 80% W > 80%
B) DBP, BIAbs
L1 1

E s | Respondars

s ] O wR

E 0% 1 B ™R

£ oo -

0%

DARC posifive Diouble

alles {n=5T) {n=33

Fgure 1. DARC polymor phisms 3ffect the functional properties of DEFI antibod s (5F 0 bnding mhiddory anlboden,. ALY wew
evakiated n plasma fom ndvd sl sratfed sconding to DARC aliek 1 ;1 @ryng double postvr alele FPATVA, FPATYE, FAT Y o a
ungle positive allele (PP ET, FPRTTET)L A Frequencies af Dk (op of the colummal & thee @oeecutive mifveyd thowed DIFE Bk 1o be
wgnicanly more fequen! i Lihgie po b alivle cameri Tan in dou ble pos tve ceren bignfcant difstences between & vi o' bva b sadc v e’
ot deirmined by by Ites, <o ), §) Afwr 13 months, e Hilbs neponse was moe perestent in e gop canying 8 single DA postne disle
Etew= LO0L P00 Ml = sonceponds, na mhiblay smibody reponis detected 5t oy Smepant of the audy; TH = wmporsy
m ol e, midhiloy samibode =5 Pat o cfom e tonal wney, (P = peresee wgonder. inhbilosy srtvibatlen detesed o all suseyy Bhba
wase evalugied by (0% T oo sdherewes BaFy Wit pliamas sample & 140 5o pon e Eaules 5 DBPY -0AHC hanling nbebien = 0%

o] 0118 71/ o m . pane D0 SR 5008

inhihitory andhadies thee thewe with sen praivive alleles, sapecially
= there & no evidens the DARLC mdrecdy down-regulues
harmoral immine resgponses sgamar the P ey blood srage a5 has
bemen propaosed [13]. Beawse we 2nd ochers hove shown that low
DARC enthmoye expression redaces $he risk of P orar Hond
sage miection [ 34,33], 1t can be speculsted that miting acoess of
the P roexy meraeoite to the DARE ansgen might moreas= DNEFO

PGS OME | weew plosneamg
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evprmure o the e wtem. Cong dering the quicimess of e
mvasion proces [R344), and that PvDBF sppranm & be 2 poor
mmmogen $har remans sepaesterd noothe mHomnemes onmd
masian begms |5, T sems to be 2 feasihle mechamsm Despze
the, the evels of erpthmid-DARC expression per == mght mat
expizm ooy Endngs, became, while DARLD expresaomn has been
found 1o be lower @ persons with FI™E/ FI™E than in FI=4/FI™4
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DBP, BlAbs

Double positive allele

({Homozygous)
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Radaive inhibition B 50% - 50

Singla positive allele
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Fgufe 4. Homooygod for aither the Ayl or /Y disks id ssicciated wih low Feguancy of DEPI BIABG, Pams wimg e weee g ol pod
axording D DARL geaolype, at dexssbed i -I"';l"'ll af Pagare L DRIFS B AR wes evalkiatind ot Bheed ©on s ulve mafveys By D05 1oy adhmienie
sy, weth phema at 140 and DEPS -DASC beding mbsbaon = 3% onedeed postee omhibston

do o1 0L 1 pou el pome 009 3 FE2 qil0E

[¥7]. we found no dfferendae in the mhibmory respomses. henvern v biock paraste imasion [36]. Her, the DEPO/DARC
e FY"4 znd FI™H & ENCEE A, HACET AUWETOF TEEEean That EFTRINT Wi by uming the espahlighad (D57 oviee
ET%4 allele mbhvmorsbem allecs the sl my of P IP aniBerl s sibprenee Sy Baped (peh 2 mmEnalen merssmm elween
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DH‘[[mhmﬁmd’EEﬁ-}mbaﬂDﬂk{:qr_dh
RECs [#1]. Becayse, n dhe C0O5-7 sy, sgdode e
challenged o inkibil a cell nteraction thas i likely o be highly
muksalent ({49, it & pomible that sl diflerences I atBady
activiry might be not desenied. Srodies 1o e the Bl Ahs theeagh
an imwrardon amyy of Hmited valeney, mrch = the reoenily
deserited Mo cytometry hased amihady inhibition sy nowhich
DEMI expressed on the yeasi mrixe mierwcn wit a denenc
recnembinant [ARD, would be of interss [49). Alhough the
iﬁh{mutﬁjﬂﬂ.ﬂrﬂ-mhm.ﬂ

- h
AN =y

low valency inwraciion remaina o ke dewrmined. Ahough ghese
i e baobogical amays have made great aontributons to the suly
of the merartom herwesn DEPI and AR, & & expected that
the meccemfi]l emablshmen of 2 lonpeerm cume of P sy
would el to insighis that could Enprove our imdersanding of the
mie of DARC genoiypes m mwanon and mommne response

Emﬂwhwmd’h\'r—xmm
the presence of mhibory aatisera comill shed Hght on this

mnl!-mmﬂﬂnwﬂmiihlmm.w
demonsrawd that DEFIl inhibkory ansbody responss were
approcimately 5% lowerin FYRUFT™ and FY®E/FT™ B doukie-
posEre mdnvicmE whes compeed with 2dndduas heiernn pous
for FI™A & F*H allels, mggessng & pene-douge cliect. i Bnotys
clear i ths finding has implcations or the sajumiton of
proecsin agems malwiz Due o the relevance of these Sndings
for varcine devlopmes, i woukl be perinent o invesigar
whether such an amoraSon e i ather vhvax malaria snderme
COITITTIeS,

Supporting Information

Figure 51 The DEFH binding to erythroces is inflo-
enced by DARL gesotype. U057 oelly, gassbecied with
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Plasmid expressing the gene encoding DEPIL were mrshared wish
erpthmeyws from individemb bearing differens [MAC penonype
The el were expressed a0 the medizn of de number of masses
5 to Wl smples per peoatype| i enythmoye-hindmg asays, 2
dracribed m marenial and methode Soepler solid bne 2o de
i s the medizn, snd the bozem and the 10p of each bax
represent the 258 and 758 percensiles, respectively; vertical Bunes
reqeresent dhe range. DA RC-negashor erythrocyies were wed a5 a
regative omitol Significsn: diflerences were detecwdd hetwesn
FY'B/FT™E and FYPE/FYN™ snd FIPA/FTE and FI™ES
Fe'™ (Peoiili by Forusind-Wals with Duens pos boc ess.

me

Figure5? The PvDBP antbody response was not shewn
w be inflaenced by scete malbris nfecdon, The of DEP
and DRPI-TY ELISA-deterwd antdedd e were evalassed s 0 6,
and 12 months, snd indvadual were grouped accordng o e
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Anexos

The DBPII binding to erythrocytes is influenced by DARC genotype. COS-7 cells,
transfected with plasmid expressing the gene encoding DBPII, were incubated with
erythrocytes from individuals bearing different DARC genotypes. The results were
expressed as the median of the number of rosettes (5 to 10 samples per genotype) in
erythrocyte-binding assays, as described in material and methods. Box-plots: solid line
across the box is the median, and the bottom and the top of each box represent the
25th and 75th percentiles, respectively; vertical lines represent the range. DARC-
negative erythrocytes were used as a negative control. Significant differences were
detected between FY*B/FY*B and FY*B/FY*BES and FY*A/FY*B and FY*B/FY*BES
(P<0.01 by Kruskal-Wallis with Dunn's post hoc test).
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Souza-Silva et al Fig. S2
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The PvDBP antibody response was not shown to be influenced by acute malaria
infection. The of DBPII and DBPII-IV ELISA-detected antibodies were evaluated at 0, 6,
and 12 months, and individuals were grouped according to the presence (yes) or absence
(no) of malaria infection at the time of blood collection. The results are shown as

frequency (%) of responders (RI1>1.0).
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