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RESUMO

As hipoteses deste trabalho sdo a de que parasitos que causam recaidas séo
geneticamente homélogos aos parasitos das infecgbes primarias e que infeccdes
multiplas podem estar presentes nas infeccoes primarias e recaidas; Além dessas,
outra hipostese € de que a hepcidina esteja envolvida no desenvolvimento de
recaidas. Neste contexto, o objetivo do trabalho foi analisar a variabilidade genética
de isolados de amostras pareadas infecgcdo primaria/recaidas de um mesmo
paciente e investigar a associacdo entre a homeostase do ferro, particularmente da
hepcidina e sua associacdo com a ativacdo dos hipnozoitos além de avaliar a
resposta imunoldgica contra os principais antigenos do P. vivax. Sessenta e cinco
amostras pareadas de 30 pacientes foram genotipadas utilizando 10 marcadores
moleculares através de eletroforese capilar. Além disso, a presenca de infeccéo
multipla nos pacientes foi confirmada através da clonagem dos fragmentos
amplificados dos microssatélites e genotipagem a partir de diferentes col6nias. Na
analise baseada nos alelos predominantes foi demonstrado que os parasitos da
recaida sdo principalmente heterdlogos em relacdo a infeccdo primaria e que
geralmente ocorre uma flutuacdo entre os alelos predominantes nos diferentes
episodios do individuo. Entretanto, o nimero de alelos por marcador foi limitado e
geralmente os alelos foram idénticos nos diferentes episédios da doenca num
mesmo paciente. A principal contribuicdo deste estudo foi demonstrar uma alta taxa
de infeccBes multiplas tanto das infeccbes primarias como nas recaidas, sendo que
infeccbes multiplas puderam ser identificadas com um minimo de Cinco marcadores.
Foram feitas dosagens bioquimicas de ferro, ferritina, niveis de hepcidina e analise
de outras variaveis como hemoglobina e parasitemia dos pacientes. Houve diferenca
significativa entre os grupos somente na analise de niveis de hemoglobina sendo
maior nas recaidas. Acredita-se que o numero de amostras foi um limitante das
analises estatisticas. O gene codificador da hepcidina foi sequenciado nas amostras
de area sem transmisséo e de area endémica. N&o foram encontrado polimorfismos
nesse gene mostrando seu alto grau de conservacgédo. Nao foi observada diferenca
nos niveis de resposta imunoldgica contra os antigenos do P. vivax nas infeccbes
primarias e recaidas. As infeccbes por este parasito sdo observadas com alta

diversidade genética e com a presenca de multiplas variantes em uma mesma

XVII



infeccdo, sendo esta, priméaria ou recaida da doenca, variantes que podem sofrer
variagdes em sua frequéncia durante a evolugédo da doenga. Com estes resultados
espera-se contribuir para o esclarecimento dos aspectos relacionados a diversidade
genética dos parasitos e dos mecanismos que influenciam o desenvolvimento das
recaidas do P. vivax, que poderdo ajudar no seu prognostico, direcionamento o

tratamento e auxiliando no controle da doenca.
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ABSTRACT

The hypothesis of this study was that the parasites causing relapses are genetically
homologous to the parasites from primary infections and multiple clone infections
might be present in both primary and relapses of vivax malaria. Moreover the
hypothesis here was that hepcidin is involved in the development of relapses In this
context, the aim of the study was to analyze the genetic variability of isolates of
paired samples primary / relapse infection in the same patient and to investigate the
association between iron homeostasis, particularly hepcidin and its association with
hypnozoites activation and to assess the immune response against the main
antigens of P. vivax. Sixty-five paired samples of 30 patients were genotyped using
10 molecular markers by capillary electrophoresis. Moreover, the presence of
multiple infections was confirmed by cloning of microsatellites amplicons and
genotyping of different colonies. We showed that relapse parasites are mainly
heterologous compared to the ones of the primary infection and that a change in the
alleles composition occurs in the different episodes of the individual. However, the
number of alleles per marker was usually limited and the alleles were identical in the
different episodes of the disease in the same patient. The main contribution of this
study was to demonstrate a high rate of multiple infections both in primary infection
and relapse, demonstrated for the first time, and multiple infections could be
identified with a minimum of five markers. Biochemical levels of iron, ferritin, hepcidin
levels and analysis of other variables such as hemoglobin and parasitemia of
patients were performed. There was a significant difference between the groups only
in the analysis of hemoglobin levels being higher in relapse. It is believed that the
number of samples was a restriction to statistical analysis. The gene encoding
hepcidin was sequenced in samples from area without transmission and endemic
area. No polymorphisms were found in this gene showing the high conservation.
There was no difference in levels of immune response against the antigens of P.
vivax infections in primary and relapse. Infections with this parasite are observed with
high genetic diversity and the presence of multiple variants in the same infection,
which is primary or recurrence of disease, variants that may vary in their frequency
during the course of the disease. With these results we hope to contribute to the

clarification of aspects of the genetic diversity of parasites in relapses of P. vivax,
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which may help in the prognostic treatment guidance and ultimately help the control
of the disease.
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1 INTRODUCAO

1.1 Panorama atual da malaria

1.1.1 Situacédo epidemioldgica mundial

A maléaria é considerada um grave problema de saude publica no mundo e
uma das mais importantes doencas infecciosas nas regides tropicais e subtropicais
do planeta, ocorrendo em mais de 104 paises e territorios totalizando cerca de 3,4
bilhdes de individuos sob o risco de contrair a doenca. Ela é de dificil controle devido
a varios fatores, como a resisténcia dos parasitos as drogas e dos vetores aos
inseticidas.

Dentre os casos de malaria registrados anualmente, 80% estdo concentrados
no continente africano e os outros 20% estéo distribuidos na Ameérica Central e do
Sul, sudeste asiatico e ilhas da Oceania (WHO, 2013). Aproximadamente 207
milhdes de casos e 627.000 mortes foram registradas em 2012 em decorréncia da
malaria. Em torno de 90% das mortes ocorreram no continente africano,
ocasionadas principalmente pelas formas graves da doenca como a maléaria cerebral
e a anemia grave sendo a maioria das mortes em criancas com menos de 5 anos de
idade (WHO, 2013).

Nas Ameéricas, cerca de 104 milhdes de pessoas estdo sob o risco de contrair
a doenca concentrando, no Brasil, cerca de 40 milhfes desses individuos. Em
relacdo aos casos notificados, 60% sao do Brasil, os outros 40% estéo distribuidos

entre os paises da América do Sul e Central (Figura 1).
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Figura 1. Risco de transmissdo de malaria em diferentes regides do mundo (Guerra et al., 2010).

1.1.2 Situacéo epidemiolégica da maléaria no Brasil

Os casos de maléria no Brasil comecaram a aumentar a partir de 1980 em
funcdo da ocupacdo desordenada da regido amazbnica. “O desenvolvimento
intensificado da Amazonia nas décadas de 70 e 80 acelerou o processo migratorio,
atraindo moradores de outras regides do pais, gracas aos projetos de colonizacéo e
expansdo da fronteira agricola, construcdo de estradas e hidrelétricas, projetos
agropecuarios, extracdo de madeira e mineracdo. Nesta regido, as precarias
condicbes socioeconbmicas da populacdo migrante determinaram a rapida
expanséo da doenga (FUNASA/MS, 2001).” (Figura 2).

Nos periodos de 1996 a 1997 e 2001 a 2004 observou-se um declinio
importante no numero de casos resultante de amplo processo de mobilizagdo de
forcas multissetoriais priorizando as agdes de vigilancia, prevencéo e o controle da
malaria, que ficou mais evidente a partir do ano 2006 com declinio constante do
namero de casos da doenca (Figura 2) (SVS/MS, 2010a).

A doenca é causada por protozoarios do género Plasmodium. No Brasil, sdo
encontradas trés espécies que comumente parasitam o homem: Plasmodium vivax,
Plasmodium falciparum e Plasmodium malariae (SVS/MS, 2008). Até a década de
80, houve relativa equivaléncia entre as espécies parasitarias (P. vivax e P.
falciparum) inclusive com um periodo de inversdo parasitaria de 1983 a 1988 com

predominéncia de P. falciparum. A partir de entdo, nota-se um distanciamento no
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namero de registros causados pelas duas espécies, que culminou com a
predominéancia do P. vivax (SVS/MS, 2010a). A transmissdo de P. falciparum,
espécie responsavel pelas formas mais graves e letais da doenca, tem apresentado

reducdo importante nos ultimos anos (SVS/MS, 2010a) (figura 2).
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Figura 2. Numero de casos registrados de Malaria no Brasil no periodo de 1961-2013. NUmero total
de casos de malaria (azul), nimero de casos causados pelo Plasmodium falciparum (vermelho) e
namero de casos causados pelo P. vivax (amarelo) e porcentagem de casos brasileiros que

ocorreram na regido amazdnica (linha pontilhada). Figura modificada de Pina-Costa et al (2014).

Em 2007, em apenas trés estados, Amazonas, Rondbénia e Parad foram
registrados cerca de 350 mil casos, 0 que correspondeu a 78% das ocorréncias
naquele ano. Contudo, nesse mesmo ano, a maioria dos estados da Amazonia Legal
apresentou reducdo na frequéncia de casos em relagdo ao ano anterior, exceto
Amazonas e Mato Grosso (SVS/MS, 2008). Estes dados demonstram um carater
focal da doenca cujos municipios de maior transmissédo variam de ano para ano
como resultado de diferentes fatores, tais como intensidade de chuvas, medidas de
controle, entre outros (Figura 3).

Foram investidos novos esforcos pelo Ministério da Saude brasileiro na
tentativa de controlar o nimero de casos, mortes e internacées por malaria no pais,

0s investimentos se baseiam no diagndstico rapido e tratamento dos infectados,
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distribuicAo e utilizacdo de mosquiteiros impregnados com inseticidas e

monitoramento da resisténcia dos vetores aos inseticidas.
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Figura 3. Mapa do Brasil indicando as areas de risco para maléria de acordo com os diferentes niveis
de incidéncia parasitaria anual — IPA. Sdo demonstradas as regides sem transmissdo (branco),
regides de baixo risco de transmissao (verde claro), médio risco de transmisséo (verde) e alto risco de
transmissao (verde escuro) (SVS/MS, 2012).

O Brasil vem registrando notificagdes de cerca de 300 mil casos anuais de
maléria sendo 242.758 casos em 2012, dos quais 85% foram causados pelo P. vivax
(WHO, 2013). Aproximadamente 99,8% desses casos se concentram na regido da
Amazodnia Legal, composta pelos estados Acre, Amapa, Amazonas, Para, Rondbnia,
Roraima, Maranh&o, Mato Grosso e Tocantins (Barbosa, 2011).

Além da dificuldade de controle da maléaria pela resisténcia dos vetores aos
inseticidas e do desenvolvimento de resisténcia a drogas pelos parasitos, uma
dificuldade adicional no controle da malaria causada pelo P. vivax é a sua
capacidade de manter formas latentes do parasito no figado, os hipnozoitos, que
permanecem dormentes por intervalos variaveis de tempo e podem levar a uma
reagudizacdo da doenca com elevagdo da parasitemia do individuo, restabelecendo
0 conjunto de sintomas e aumentando os riscos de transmissao (Mueller et al.,
2009).
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1.2 Ciclo biolégico do Plasmodium vivax

A Malaria é transmitida através da picada de fémeas de mosquitos do género
Anopheles, que depositam esporozoitos, acumulados nas glandulas salivares deste
inseto vetor, na derme do hospedeiro vertebrado durante o repasto sanguineo. Em
sua maioria, estes esporozoitos sado degradados nos linfonodos para onde sédo
drenados, porém outra parte invade os vasos sanguineos e seguem para o figado
(Amino et al., 2006). Neste 6rgdo, se diferenciam em trofozoitos e se multiplicam
formando esquizontes repletos de formas infectantes eritrocitarias, os merozoitos
que serdo liberados gradativamente na corrente sanguinea em vesiculas

denominadas merossomos (Sturm et al., 2006) (figura 4).
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Figura 4. Ciclo biolégico do plasmdédio no hospedeiro humano e no vetor Anopheles. Figura
modificada de Muller et al (2009).

Plasmodium vivax tem uma caracteristica adicional e importante no seu
desenvolvimento exoeritrocitico. Alguns esporozoitos tem a capacidade de se

diferenciarem em formas parasitarias que permanecem latentes no figado por
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intervalos varidveis de tempo, denominados hipnozoitos e, podem em determinado
momento ser ativados. Eles se desenvolvem formando os esquizontes contendo
merozoitos em seu interior que serdo liberados na corrente sanguinea levando ao
reaparecimento da parasitemia e reagudizacdo da doenca, fendmeno conhecido
como recaida (figura 5) (Krotoski, 1985).
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Figura 5. Formas hepaticas do ciclo biolégico do Plasmodium vivax. O hospedeiro humano é
infectado por esporozoitos durante o repasto sanguineo do mosquito. No figado, ap6s 7 dias, os
esporozoitos podem se multiplicar e formar esquizontes exo-eritrociticos contendo, em seu interior
varios merozoitos. O P. vivax consegue manter formas dormentes chamadas hipnozoitos por um
tempo superior a 28 dias e estes podem ser ativados causando as recaidas. Figura modificada de
Wells; Burrows e Baird (2010).

Os merozoitos tem a capacidade de infectar células vermelhas do sangue, se
multiplicarem promover o rompimento desta célula liberando novos merozoitos. O
processo de invasao dos eritrocitos pelos merozoitos necessita do reconhecimento e
adeséao reversivel do merozoito a superficie do eritrocito onde varias proteinas sao
participantes dessa interacdo como a proteina de superficie do merozoito 1 (MSP-1)
e 0 antigeno apical de membrana (AMA-1). Estudos tém mostrado que a resposta de
anticorpos aos dominios varidveis de PvVvMSP1l em individuos continuamente
expostos sado desenvolvida apds varias infeccbes e os anticorpos IgG especificos
aos dominios variaveis da PvMSP1 mostraram associacdo com a protecao clinica da
doenca (Nogueira et al.,, 2006). No Brasil, a proteina AMA-1 apresentou-se
altamente imunogénica em individuos de areas endémicas durante infec¢des

naturais (Rodrigues et al., 2005; Morais et al., 2006), sendo os niveis de anticorpos
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aumentados em funcédo da exposicao a malaria (Morais et al., 2006). Além dessas,
nas infeccdes pelo Plasmodium vivax € utilizada uma via principal de invasdo dos
eritrocitos baseada na interacéo irreversivel de uma proteina do parasito, a Duffy
Binding Protein (DBP) com o seu receptor na superficie dos eritrocitos, o Duffy
Antigen/receptor for Chemokines (DARC) (Miller et al., 1988). Estudos realizados em
regibes de alta endemicidade demonstram a existéncia de anticorpos anti-PvDBP
(Fraser et al., 1997; Michon et al., 2000; King et al., 2008). Além desses, estudo
realizado em areas de média e baixa endemicidade observaram a presenca desses
anticorpos em individuos residentes na Amazénia e que parte desses anticorpos era
capazes de bloquear a interacdo entre o ligante e o receptor DBP-DARC (Ceravolo
et al., 2005; Ceravolo et al., 2008).

ApoOs invasdo, 0s merozoitos se multiplicam pelo processo de esquizogonia
formando os esquizontes que promovem a ruptura dos eritrocitos para liberacédo de
novos merozoitos (Coatney et al., 1971). A ruptura dos eritrocitos esta associada ao
aparecimento dos sintomas caracteristicos da doenca, como febre, calafrios e
anemia (Barnwell & Galinski, 1998) decorrente da destruicdo de eritrocitos
infectados e ndo infectados e de uma resposta inflamatéria exacerbada contra o
parasito. Estudos mostram que para cada eritrcito infectado destruido, outros 32
ndo infectados séo removidos da corrente sanguinea. Entretanto, o paroxismo febril
e a anemia acontecem principalmente em consequéncia da liberacdo de citocinas
inflamatérias, tais como IL-6, IL-1, TNF-a e IFN-y (Anstey et al., 2009),
caracterizando a anemia malarica como uma anemia inflamatoria.

Alguns merozoitos também podem se diferenciar em formas sexuais do
parasito, 0s microgametocitos e macrogametocitos, que ao serem ingeridas pelo
mosquito vetor, durante 0 repasto sanguineo, se transformam em gametas
masculinos e femininos, respectivamente. No interior do intestino médio do
mosquito, esses gametas se fundem e formam o zigoto (Barnwell & Galinski, 1998).
Em seguida, o zigoto se transforma em oocineto e este, quando chega a lamina
basal do intestino do mosquito se diferencia em oocisto. Apos sucessivas divisdes
mitoticas e diferenciacéo celular, sdo produzidos milhares de esporozoitos a partir
dos oocistos (figura 4). Os esporozoitos caem na hemolinfa e se acumulam nas
glandulas salivares do mosquito, fechando o ciclo biolégico do parasito ao serem
inoculados num novo hospedeiro no repasto sanguineo (Sinden, 2002).
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1.3 Tratamento e controle da maléria

O controle da maléaria no Brasil se esta concentrado em trés acfes basicas:
diagnéstico rapido através de exame de gota espessa, tratamento quimioterapico
dos individuos positivos e reducdo do contato com 0s mosquitos vetores utilizando-
se mosquiteiros impregnados com inseticidas e, em alguns casos a borrifagdo de
inseticidas. Assim, o tratamento da doenca visa interromper o ciclo evolutivo do
parasito em pontos chave (SVS/MS, 2010b):

O tratamento adequado tanto previne a ocorréncia de casos graves e,
consequentemente, a morte por malaria, como elimina fontes de infec¢cdo para os
mosquitos, contribuindo para a reducdo da transmissao da doenca (FUNASA/MS,
2001). Nos casos de infec¢des por P. vivax séo utilizadas duas principais drogas
para o tratamento dos pacientes, a Cloroquina e a Primaquina.

A Cloroquina é uma 4-aminoquilonina com rapida atividade esquizonticida
sanguinea para todas as espécies e gametocitocida para P. vivax e P. malariae,
também tem acédo antipirética e anti-inflamatéria e atua na digestdo de produtos da
hemoglobina, porém, ndo tem acéo contra formas hepaticas (FUNASA/MS, 2001). O
anico tratamento atualmente utilizado contra as formas teciduais do P. vivax é a
primaquina, uma 8-aminoquinolina que inibe a respiragdo mitocondrial do parasito.
Ela é altamente ativa contra gametdécitos de todas as espécies de malaria humana e
contra hipnozoitos de P. vivax (FUNASA/MS, 2001), porém apresenta indices
elevados de toxicidade.

O tratamento de pacientes infectados com P. vivax com primaquina
recomendado pela OMS dura 14 dias, por causa de sua baixa meia-vida, na dose de
0,25 mg/Kg associada a uma droga esquizonticida e gametocitocida no caso, a
Cloroquina, por trés dias em uma dose total de 25 mg de base/Kg. Entretanto, no
Brasil, para facilitar a adesédo do paciente ao tratamento é recomendado o uso da
primaquina por apenas 7 dias com uma dose de 0,5 mg/kg. Uma falha do tratamento
(recrudescéncia) é caracterizada pelo aparecimento de parasitemia até o dia 28
apos o inicio do tratamento (FUNASA/MS, 2001). No entanto, alguns autores tém
guestionado a eficacia desse regime de tratamento, e acredita-se que uma menor
eficacia possa contribuir para 0 aumento da ocorréncia de episédios de recaida e a

possibilidade de selecdo de cepas resistentes a primaquina (Pukrittayakamee et al.,
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2010; Baird, 2009). Gestantes, criancas menores de 6 meses e individuos que
possuem deficiéncia da enzima Glicose 6-fostato Desidrogenase (G6PD) com
malaria pelo P. vivax ou P. ovale devem receber apenas cloroquina para o seu
tratamento, uma vez que a primaquina € contraindicada nessas situacdes pelo alto
risco de hemdlise (SVS/MS, 2010b).

Em geral, falhas terapéuticas na maléria vivax podem ser causadas por
fatores relacionados ao paciente (adesdo, gravidade, genética, peso), ao parasito
(resisténcia, viruléncia, carga) e as drogas (qualidade, regime) (Wells; Burrows;
Baird, 2010), porém ndo h& relatos na literatura de resisténcia do parasito a
primaquina, resisténcia esta definida como a capacidade do parasito de sobreviver e
se multiplicar na presenca de concentracbes de farmaco que normalmente
destruiriam os parasitos ou preveniriam sua multiplicacdo (WHO, 2010).

O reaparecimento da parasitemia apés o tratamento pode ter trés diferentes
origens: recrudescéncia, reinfeccdo ou recaida. A recrudescéncia é resultante de
parasitos assexuais sanguineos que sobreviveram ao tratamento (falha terapéutica).
A reinfeccdo € originada de uma nova inoculacdo de esporozoitos pelo mosquito
vetor. E, por ultimo, a verdadeira recaida que se caracteriza pela ativacdo dos
hipnozoitos no figado (Figura 5) (White, 2011).

A grande dificuldade no estudo de resisténcia as drogas pelo P. vivax, além
da auséncia de cultivo continuo, é a possibilidade de ocorréncia de episodios de
recaida que complicam o reconhecimento de parasitos resistente a terapéutica,
sendo necesséria a inclusao de uma metodologia que auxilie na diferenciacdo entre

recrudescéncia, recaida e nova infeccao.

1.4 Recaidas

Pacientes infectados com P. vivax foram descritos desde tempos antigos
apresentando recidivas da doenca sem sinal de exposi¢cdo a uma nova picada do
mosquito infectado (Thayer, 1897; Bignami, 1898; Manson, 1901). As recaidas eram
descritas como recorréncias da doenga com um periodo longo de laténcia (meses)
em relacdo a infecgao inicial.

Inicialmente acreditava-se que as recaidas eram resultantes de esporos

depositados nas visceras do hospedeiro e permaneciam inertes até serem liberados
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como resultado de algum agravo cuja natureza era desconhecida (Thayer, 1897).
Em 1913, Bignami propds que as recaidas derivavam da persisténcia de pequeno
namero de parasitos no sangue. Embora essa teoria explicasse a recorréncia tardia
de infec¢Bes por P. malariae, ndo conseguia explicar véarios fatores nas infec¢des
por P. vivax e P. ovale (White, 2011). Quase 70 anos depois, Krotoski identificou, em
tecido hepatico, formas uninucleares de cerca de 4um de diametro em espécies
causadoras de episédios de recaida como P. vivax, mas ndo em P. falciparum
(Krotoski, 1980; 1982; 1985; Garnham, 1988), que ficariam dormentes (“hypnos”) até
0 momento de sua ativacdo, que resultaria no reaparecimento de parasitemia e
sintomas clinicos (reagudizacdo da doenca). Tais formas foram chamadas de
hipnozoitos, porém o0s mecanismos de ativacdo dos mesmos ainda sao
desconhecidos. Desde entdo o termo “Recaida” é usado para descrever
recorréncias originadas da ativacao de formas latentes do parasito da malaria vivax
(hipnozoitos) no figado. O termo ‘“recrudescéncia” se refere a recorréncias
originadas de parasitos sanguineos que persistiram apos o tratamento recomendado
e que conseguiram se multiplicar e desenvolver levando ao reaparecimento de
parasitemia detectavel (White, 2011).

Estudos de modelos experimentais da época demonstraram que o periodo de
incubacdo e laténcia e o numero de recidivas era determinado, além de outros
fatores, pelo nimero de esporozoitos inoculados na infeccdo primaria (para revisao
ver White, 2011). Porém sabe-se que cepas de Plasmodium vivax de regides
temperadas tem perfil de recaida distinto de cepas de regibes tropicais e

subtropicais (figura 6).

30



._).

Longo periodo de
) e/ ' S “ < . laténcia
\ o3 2 S ! \ (3
\ g ; £ VAN .
’ - -
. &
x v
k. J \
o T
f M~ .
“ !
4 . .
\
\ -
/
R~ ) / ~
4 f i l
}' = / L\ L , 9

; )( ' ,4
‘\.‘ Frequentes recaidas + longo periodo de laténcia?
<

Figura 6. Caracterizacdo de perfil de recaida quanto ao nimero e intervalo de tempo de ocorréncia

das recaidas nas diferentes regides do mapa mundial. Figura modificada de White (2011).

Os periodos de incubacdo, o numero de merozoitos por esquizonte
sanguineo, relacdes antigénicas, susceptibilidade as drogas, viruléncia e intervalo de
recaidas diferem entre as cepas (White, 2011). De modo geral, as cepas de regides
tropicais e subtropicais sdo associadas com multiplas recaidas que ocorrem com um
curto intervalo de laténcia (3-5 semanas), enquanto as cepas de regides temperadas
sdo caracterizadas por poucos episédios de recaidas, com longos periodos de
laténcia (5-10 meses) (Coatney et al., 1950; Shute et al., 1976). Entretanto, em
algumas regides como na India ja foram relatados os dois perfis concomitantemente
(Adak et al., 1998; Kim et al., 2006). Estes dados sugerem que existe uma variagao
na ativacdo dos hipnozoitos, que pode ser constituida por fatores do parasito e do

hospedeiro (figura 7).
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Figura 7. Cepas de Plasmodium vivax e o intervalo de tempo entre a infec¢do primaria e o episddio

de recaida descrito em meses. Figura modificada de White (2011).

1.4.1 Provaveis mecanismos de laténcia e ativacao dos hipnozoitos

Véarias sdo as hipbteses que tentam explicar os fatores responsaveis pela
inducdo de laténcia e sinalizacdo para ativacdo dos hipnozoitos. Alguns autores
acreditam que infecgdes mistas (P. vivax e P. falciparum) aumentem a probabilidade
de ocorréncia de recaidas, pois, devido a inoculagdo simultdnea das duas espécies,
a tendéncia é que elas desenvolvam mecanismos de sobrevivéncia e conservagao
da espécie, no caso, o aumento do numero de gametocitos (P. falciparum) e a
formacdo de hipnozoitos (P. vivax) que podem permanecer latentes por longos
periodos de tempo e por alguma razao serem ativados levando ao reaparecimento
de parasitemia por P. vivax (Lin et al., 2011).

Outro estudo sugere que 0s responsaveis pela ativacdo dos hipnozoitos sao

0s préprios mosquitos anofelinos. Acreditam que a picada de mosquitos nao
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infectados leva a uma sinalizacao para ativacao dos hipnozoitos latentes, resultando
em episddios de recaida (Huldén, 2008). Além disso, que a proporcdo de episodios
de recaida aumenta em épocas de reproducdo do vetor. ISso sugere que a
dorméncia dos parasitos seja parte de uma coevolucdo do parasito com 0 mosquito,
com o parasito causador da recaida coincidindo com a abundéncia sazonal do
mosquito, propondo que este seja um mecanismo de sobrevivéncia do parasito e
conservacao da espécie (Wells; Burrows; Baird, 2010). Outros acreditam que outra
enfermidade (que tenham respostas de citocinas associadas), um estimulo
sistémico, como a febre ou a inflamacdo, pode desencadear a ativacdo dos
hipnozoitos (Levine, 1963; Mclester, 1945). Um desses casos € o proprio episodio
de infeccdo aguda por maléaria. Supde-se que cada episodio sintoméatico da doenca
€ o estimulo ativador para a ocorréncia da proxima recaida (White, 2011). Cada
hipnozoito geneticamente distinto seria programado para ser ativado em
determinado momento, e que cada episddio de recaida seja causado por um clone
latente mesmo que a infeccdo primaria seja multipla, resultando em uma ativacéo
especifica de uma unica variante alélica (Chen, 2007). Os mecanismos de ativacéo
dos hipnozoitos continuam desconhecidos e pouco se sabe sobre a biologia e
diversidade genética dessa forma parasitaria. Esses conhecimentos sao importantes
para o esclarecimento dos perfis de recaida, para o prognéstico da doenca, padrdes
de resisténcia a drogas, controle da malaria vivax e até mesmo no direcionamento
da terapéutica da doenca.

S&0 escassos 0s estudos da literatura acerca de qual ou quais os fatores do
hospedeiro poderiam estar relacionados com a ativacdo dos hipnozoitos. Em um
estudo recente, utilizando modelo murino, foi demonstrada uma acentuada reducéo
na parasitemia intra-hepética em reinfec¢cdes com altas parasitemias sanguineas.
Este mecanismo de controle de superinfeccéo parece ser independente da resposta
imune inata ou adquirida e também nao € decorrente do aumento de apoptose nos
hepatdcitos (Portugal et al., 2011). Os dados sugerem um nutriente ou fator de
crescimento do hospedeiro limitando a parasitemia hepéatica. Estudos anteriores
tinham associado a disponibilidade de ferro a infec¢do tanto de eritrocitos como de
hepatocitos. Assim a investigacdo de fatores associados ao metabolismo do ferro
por esses autores identificaram a regulacdo da producdo de hepcidina pelo
hospedeiro como principal responsavel pela homeostase do ferro cuja
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disponibilidade € essencial para o completo desenvolvimento do parasito (Portugal
et al., 2011).

1.4.1.1 A homeostase do ferro e sua importancia

Sabe-se que variagbes nos niveis de ferro de individuos susceptiveis a
malaria podem modular a frequéncia e a severidade dessa infeccdo (Spottiswoode;
Duffy; Drakesmith, 2014). A disponibilidade de ferro é um fator limitante para o
desenvolvimento parasitario visto que o uso de agentes quelantes de ferro como
desferroxamina impedem o crescimento do parasito da malaria (Raventos-Suarez,
1982; Fritsch et al., 1985; Ferrer et al., 2012; Pollack et al., 1987). O ferro circulante
no hospedeiro € obtido em menor parte, da dieta através da absorcdo do metal pelos
enterécitos via uma proteina exportadora denominada como ferroportina, também
conhecida como MTP1, e pela reciclagem do ferro proveniente da degradacdo do
grupamento heme de hemacias danificadas ou senescentes, fagocitadas por
macrofagos que sera exportado para o meio extracelular pela ferroportina e
transferrina (Spottiswoode; Duffy; Drakesmith, 2014). Dados da literatura sugerem
que heméacias parasitadas de individuos com deficiéncia de ferro sao fagocitadas
mais facilmente comparadas as hemécias de individuos saudaveis (Matsuzaki-
Moriya, 2011), porém se o ferro reciclado pelos macrofagos nao for exportado para o
meio extracelular ele fica acumulado no interior dessas células diminuindo ainda
mais os niveis de ferro circulante.

A ferroportina € uma proteina altamente conservada envolvida na aquisi¢édo e
transferéncia de ferro entre 0 meio intra e extracelular. Sua estrutura possui 571
aminodacidos, apresenta 20 dominios transmembrana e ambas as extremidades, -N
e -C terminais, sdo citosolicas (Kasvosve, 2013). Ela é codificada pelo gene
SLC40A1, localizado no cromossomo 232 e expressa em diversas células que
exportam ferro iGnico principalmente em enterdcitos, macréfagos localizados no
baco, figado e medula 6ssea e também em hepatocitos (Donovan, 2005; Kasvove,
2013). Presente na membrana dessas células, a ferroportina atua diretamente no
processo de homeostase do ferro e uma disfungcéo na proteina pode causar estados

patolégicos que variam desde o acumulo ou deficiéncia de ferro na corrente
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sanguinea ou até mesmo acumulo do metal nos diferentes tecidos do organismo,
principalmente no figado.

A nivel pos-traducional, a ferroportina € diretamente regulada pela hepcidina,
um hormonio peptidico antimicrobiano de 25 aminoéacidos (Figura 9) produzido
primariamente por hepatocitos apds estimulos de citocinas pro-inflamatorias,
principalmente IL-6 (Lee et al., 2004; Nemeth et al., 2004).

MutacBes no gene codificador da ferroportina podem torna-la resistente a
acdo da hepcidina aumentando sua capacidade exportadora ou torna-la mais
sensivel a hepcidina diminuindo sua capacidade exportadora e acumulando ferro
nos tecidos, estado patoldgico conhecido como hemocromatose tipo IV (Kasvove,
2013).

A acdo do horménio baseia-se na sua ligacdo a ferroportina, promovendo a
internalizacdo e degradacdo desse exportador por lisossomos, impedindo a
liberacdo e saida do ferro reciclado dos macréfagos que seria utilizado
principalmente no processo de eritropoiese gerando acumulo de ferro nos tecidos e
diminuindo a absorcdo de ferro da dieta pelos enterdcitos que, por consequéncia,
podem levar a diferentes quadros de anemia no paciente (figura 8) (Spottiswoode;
Duffy; Drakesmith, 2014; Nemeth et al., 2004; Ganz, 2011).
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Figura 8. Ciclo de absor¢éo e distribuicdo de ferro no organismo. Cerca de 1mg de ferro é obtido
diariamente através da dieta, porém a maior parte do ferro do organismo, 30 mg, é obtida através da
reciclagem do metal que ser& levado pela transferrina para os tecidos e para medula 6ssea onde sera

utilizado no processo de eritropoese (Spottiswoode et al., 2012).

O horménio é codificado pelo gene hamp, localizado no cromossomo 19913,
e produzido na forma de um pro-peptideo de 84 aminoacidos que é clivados em 3
moléculas de 20, 22 e 25 aminoacidos sendo o ultimo peptideo a porgéo ativa do
horménio (Figura 9) (Roetto et al., 2003; Delatycki et. al., 2004).
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Figura 9. Sequéncia peptidica do hormdnio Hepcidina codificada pelo gene hamp. O gene produz
uma pré-proteina que apéds clivagem dé origem ao horménio em sua forma madura e funcional

composta de 25 aminoacidos.

Apesar de ser bem conservado, mutagdes nas regides codificadoras do gene
hamp e, principalmente no seu promotor podem alterar a expressdo do horménio o
gue leva a uma desregulacdo da homeostasia do ferro que podem causar estados
patolégicos no hospedeiro (Island et al., 2009; Andreani et al., 2009; Roetto et al.,
2003; Zaahl et al., 2004; Delatycki et. al., 2004). A sintese da hepcidina é suprimida
por estados de hipoxia e anemia (Andreani et al., 2009; Nicolas et al., 2002;
Peyssonnaux et al., 2007) e aumentada em casos de hiperferremia (Pigeon et al.,
2001; Nemeth et al., 2009) e inflamacao (Lee et al., 2004; Nemeth et al., 2004).

Alguns genes estdo relacionados com a regulacdo da expressdo de
hepcidina, o gene HFE, descrito como gene cujas muta¢des mais conhecidas C282Y
e H63D podem causar a hemocromatose classica, doengca que gera acumulo de
ferro no figado e outros tecidos. Muta¢cdes nesse gene podem diminuir a expressao
de hepcidina (Bridle et al., 2003; Galeloot et al.,, 2013) além de afetar a proteina
transportadora transferrina. Mutagcdes no gene TfR2, codificador da transferrina,
enzima responsavel pelo carreamento de ferro também causa hemocromatose
afetando inclusive os niveis de hepcidina (Island et al., 2009; Zaahl et al., 2004;
Ganz, 2011).
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Em estudos gendmicos de avaliacdo de genes relacionados ao metabolismo
do ferro foi observado que os niveis de expressdo e polimorfismos no gene
TMPRSS6 podem interferir nos niveis de hepcidina do individuo (Lee, 2009; An et
al., 2012). Esse gene codifica a proteina Matriptase-2, um potente inibidor da
expressdo do gene hamp. Um dos principais polimorfismos descritos na literatura
A736V tem o efeito de aumentar os niveis de hepcidina e foi caracterizado como
fator de risco genético para doencas de deficiéncia de ferro (An et al., 2012; Pelusi et
al., 2013; Danquah et al., 2014; Galesloot et al., 2013).

1.4.1.2 A influéncia da homeostasia do ferro no niveis de hemoglobina durante

a infeccdo malarica

A infeccdo pelo P. vivax gera um elevado grau de morbidade nos pacientes
infectados e dentre os principais sintomas caracteristicos da doenca destaca-se a
anemia (Nweneka et al., 2010). Ela é definida como uma condi¢cdo na qual hd uma
diminuicdo dos niveis de hemoglobina resultando na reducdo da capacidade
carreadora de oxigénio do sangue (Nair & lyengar, 2009). A anemia pode ter varias
causas dentre elas a deficiéncia de ferro tanto do ponto de vista circulante quanto do
ferro estocado na forma de ferritina (Anemia ferropriva). Uma delas é explicada pela
liberacdo aumentada de citocinas inflamatérias que levam a uma elevagcdo da
producdo de moléculas reguladoras da homeostasia do ferro, como a Hepcidina
(Anemia por inflamagao) cujo aumento gera uma restricdo do ferro no plasma. Essa
restricdo é causada pelo sequestramento do metal por macréfagos, enterécitos e
hepatocitos (Howard et al., 2007).

Em um estudo, foi analisada a prevaléncia e as causas da anemia em todo o
mundo, verificou-se que a malaria é a principal causadora de anemia (Kassebaum et
al., 2014). A anemia é avaliada pela dosagem de hemoglobina sanguinea e outros
dados complementares como niveis de ferro e ferritina sanguineos que fornecem
informacdes importantes para prognostico e direcionamento terapéutico dos
pacientes.

Alguns estudos sugerem que a hepcidina é o principal regulador da anemia
por inflamacao, e sabe-se que infec¢gbes por Plasmodium falciparum e Plasmodium

vivax tendem a aumentar os niveis desse hormoénio (de Mast et al., 2009; Armitage
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et al., 2009), entretanto, os altos niveis de hepcidina evitam superinfec¢cdes por
Plasmodium (Portugal et al., 2011). O seu papel na patogénese da malaria vivax
ainda ndo é bem caracterizado (Howard et al., 2007), porém tem sido discutido. O
rompimento das hemacias decorrente da infeccdo levaria a um aumento dos niveis
de hepcidina estimulados por citocinas inflamatérias e moléculas caracteristicas da
infeccdo como a hemozoina, e este aumento do hormonio leva ao sequestramento
de ions ferro no interior dos macréfagos inibindo a eritropoiese. A diminuicdo da
disponibilidade de ferro circulante e da formacdo de novas hemacias reduzem o
desenvolvimento parasitario e o niumero de alvos para invasédo pelo Plasmodium,
funcionando como uma molécula participante da imunidade inata do individuo, que
controla a parasitemia até que a imunidade adaptativa seja desenvolvida (Portugal;
Drakesmish; Mota, 2014). Além disso, a hepcidina também impede o
desenvolvimento das formas exoeritrociticas pelo acumulo do ferro no sistema
reticuloendotelial, porém em infeccées por Plasmodium sp ocorre um efeito de
redistribuicdo desse ferro onde a maior parte fica retida no baco e em menor parte
nos hepatocitos, essa limitacdo do acesso das formas exoeritrociticas ao ferro inibe
0 crescimento parasitario que pode ser restituido caso os niveis de hepcidina voltem
ao normal (Portugal; Drakesmish; Mota, 2014). Os estudos que relacionam a
hepcidina e a maléria séo recentes e na maioria dos casos esta relacdo é verificada
em individuos portadores de infec¢des assintométicas ou em modelos in vitro (de
Mast et al., 2009; Armitage et al., 2009; Wang et al., 2011).

1.5 Caracterizagdo molecular dos parasitos nas infecgdes por P. vivax

Andlises epidemiologicas da diversidade genética e estrutura populacional
dos plasmaddios sdo essenciais para o entendimento da dinAmica da transmisséo da
malaria e para o desenvolvimento de vacinas malaricas bem como para a
identificagcéo de resisténcia aos antimalaricos (Brito & Ferreira, 2011).

A caracterizacdo molecular dos parasitos das infec¢des primarias e episodios
de recaida € uma importante ferramenta para auxiliar na sua distingdo entre uma
nova infeccdo (resultante de nova picada infectante de anofelinos) e de episddios de
recrudescéncia ou falha no tratamento. Inicialmente acreditava-se que geralmente

0S parasitos da recaida eram geneticamente iguais aos da infeccdo primaria,
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constituindo um subgrupo destes parasitos (Craig et al., 1996; Kirchgatter and Del
Portillo 1998; Khusmith et al., 1998; Imwong et al., 2005; Bruce et al., 1999). Entre
estes trabalhos o Unico realizado no Brasil, utilizando o marcador MSP-1 para
estudar 10 individuos, foram encontrados parasitos heterdlogos em apenas 2 deles
(Kirchgatter; Del Portillo, 1998). Entretanto, trabalhos mais recentes utilizando uma
ampla analise molecular com marcadores mais polimérficos tém sugerido uma alta
taxa de parasitos heterélogos nas recaidas (Imwong et al., 2007; Van den Eede et
al., 2010).

Um dos marcadores moleculares utilizados nos estudos populacionais de P.
vivax sdo SNPs (single nucleotide polymorphisms — polimorfismos de base Unica)
em genes codificadores de antigenos. Como o0s antigenos sofrem a acdo do sistema
imune do hospedeiro seus genes codificadores estdo sob forte pressdo seletiva
positiva, ndo sendo dessa forma considerados marcadores neutros e, por isso, ndo
séo bons marcadores evolutivos. Assim, os marcadores mais comumente utilizados

em estudos de genética de populacdes sao os microssatélites.

1.5.1 Microssatélites

Microssatélites sdo pequenas repeticobes em tandem de 2-6 bp muito
utilizados para estudos de diversidade genética por serem hipervariaveis, co-
dominantes e loci especificos (Russell, 2006). Sua variabilidade n&do esta sujeita a
presséo do sistema imune, portanto sdo considerados marcadores neutros ou quase
neutros. Esta variabilidade provém do “slippage” ou derrapagem da DNA polimerase
no momento da replicacdo do DNA. Também sédo utilizados na genotipagem de
infeccbes multiplas por plasmédios na qual, pela intensidade de fluorescéncia de
cada pico, consegue-se diferenciar o alelo predominante de cada infecgdo (Havryliuk
& Ferreira, 2008; Havryliuk et al., 2009).

Poucos marcadores genéticos, a maioria ortdlogos de genes codificadores de
antigenos previamente identificados do P. falciparum s&o usados nos estudos
populacionais do P. vivax (Bruce et al., 2000) em contraste com a abundancia de
marcadores para P. falciparum, como por exemplo, mais de 1.000 microssatélites e
centenas de polimorfismos de tamanho de restricdo e polimorfismos de base Unica

(SNPs). Para P. vivax ja foram descritos na literatura como polimoérficos em isolados
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de campo cerca de 160 microssatélites (Leclerc et al., 2004; Karunaweera et al.,
2008; Carlton et al., 2008).

A principio, acreditava-se que a variagdo polimérfica dos microssatélites de P.
vivax era pequena entre isolados de diferentes regides do mundo (Leclerc et al.,
2004). Entretanto, em estudos recentes, alguns autores descrevem a grande
diversidade genética do P. vivax utilizando microssatélites altamente variaveis
(Imwong et al., 2006; 2007; Karunaweera et al., 2007, 2008). A diferenca entre estes
estudos foi atribuida ao tamanho do arranjo do microssatélite que € diretamente

proporcional a sua variabilidade (Imwong et al., 2006).

1.5.2 Proteinas de superficie do merozoito

As proteinas de superficie do merozoito (MSP) sdo uma grande familia de
proteinas de superficie envolvidas na interacao inicial entre os parasitos e as células
vermelhas do sangue. Nove MSPs tém sido caracterizadas em P. vivax. Algumas
MSPs séo altamente polimorficas como a MSP1 e MSP3-a, outras mostram
variabilidade limitada como MSP4, MSP7 e MSP10 (Brito & Ferreira, 2011).

1.5.2.1 Proteina de superficie do merozoito 1 (MSP1)

A MSP1 é um antigeno imunodominante de 200kDa expresso na superficie
do merozoito. E formado de seis dominios altamente polimoérficos flanqueados por
sete sequencias conservadas. Em estudos de polimorfismos genéticos em isolados
de P. vivax foi demonstrado que os blocos 1, 3 e 5, ao nivel proteico sé&o
conservados com poucas substituicdes dimorficas, enquanto os blocos 2, 4, 6 e 10
sdo altamente variaveis (Brito & Ferreira, 2011). Além disso, essa proteina tem maior
variabilidade em P. vivax em relacdo ao P. falciparum (Russell et al., 2006). Sua alta
diversidade pode ser resultado de recombinagBes intragénicas nas regides
polimorficas entre os tipos de alelos dimorficos ou por presséo seletiva do sistema
imune (Brito & Ferreira, 2011).

A MSP1 tem sido usada em estudos de diversidade no estudo de recaidas e
para genotipar isolados de diferentes cepas originadas de regides geograficas

distintas (Kim et al., 2006). No Brasil, foi realizado um estudo a nivel molecular
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utilizando essa proteina na caracterizagdo das recaidas e em cerca de 20% dos
casos ja relatados foram identificados parasitos distintos da infeccdo primaria
(Kirchgatter; Del Portillo, 1998) e a diversidade genética dos isolados era elevada
assim como em estudos de amostras tailandesas (Cui et al., 2003) e indianas (Kim
et al., 2006). Entretanto, na Coréia, relativamente baixa diversidade foi encontrada
na PvMSP1 de pacientes que apresentaram recorréncias da doenca (Lim et al.
2000).
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2 JUSTIFICATIVA

A malaria € uma doenca parasitaria que ocupa posicdo de destaque no
panorama mundial. Apesar da redugdo no numero de casos, a doenga continua
sendo um grave problema de saude publica.

Embora a maléria causada por P. vivax seja a principal encontrada nas
Américas e na Asia, ela é ainda pouco estudada, possivelmente por esta espécie ser
menos virulenta que P. falciparum e, devido as dificuldades de sua manutencdo em
cultivo continuo, o que também limita os conhecimentos a cerca da biologia e da
diversidade gendmica do P. vivax.

Plasmodium vivax apresenta uma particularidade importante em seu ciclo
biologico que afeta diretamente o controle da transmisséo da doenca, ele é capaz de
desenvolver formas latentes (hipnozoitos) no tecido hepatico que, quando ativadas,
podem levar a uma recidiva da doenca (recaida). Além das dificuldades encontradas
para o controle da doenca como resisténcia dos vetores aos inseticidas e dos
parasitos as drogas, as recaidas constituem um reservatério do parasito que dificulta
o controle da doenca. Assim, a dificuldade de distincdo entre recaida,
recrudescéncia e uma nova infec¢do tem se tornado um empecilho para os estudos
de resisténcia as drogas, eficacia terapéutica e até mesmo para o desenvolvimento
de novas drogas.

A caracterizacdo molecular dos parasitos das infec¢des agudas e episddios
de recaida é uma importante ferramenta para auxiliar na distincdo entre nova
infeccdo e recrudescéncia ou uma recaida. Tem sido demonstrado na literatura que
geralmente os parasitos encontrados nas recaidas sao geneticamente iguais aos da
infeccdo priméaria, constituindo um subgrupo destes parasitos (Craig; Kain, 1996).
Entretanto, nos estudos recentes isso ndo foi observado, na maioria dos casos o
parasito causador da infeccdo priméaria era geneticamente distinto do parasita da
recaida (Imwong et al., 2007; Restrepo et al., 2011, Véron et al., 2009).

Poucos estudos foram realizados com amostras de P. vivax do Brasil. Um
deles utilizou apenas um marcador (MSP-1) para estudar 10 individuos, encontrando
parasitos homologos na maioria das recaidas (Kirchgatter; Del Portillo, 1998). Outro
estudo utilizou microssatélites e encontrou principalmente parasitos heterélogos nas

recaidas (Orjuela-Sanchez et al., 2009). Esses dados confirmam a necessidade de
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se ampliar os estudos moleculares dos parasitos encontrados nos pacientes que
sofreram recaidas de malaria por P. vivax no Brasil. Além disso, cada estudo utiliza
um tipo diferente de marcador. Assim, para facilitar a comparacdo com os estudos
prévios foram incluidos neste estudo, além dos microssatélites também um gene
codificador de antigeno polimorfico (MSP-1).

Os mecanismos que levam a ativagdo dos hipnozoitos e desenvolvimento de
recaidas ainda sdo desconhecidos, porém algumas teorias ja sdo descritas para
explicacdo desse fenbmeno. Uma delas esta relacionada a disponibilidade de ions
ferro no hospedeiro. A restricdo de ferro circulante diminui o nimero e o tamanho
dos parasitos durante a infeccdo, o que poderia, por pressao e necessidade de
sobrevivéncia do parasito leva-lo ao desenvolvimento das formas latentes.

Entender o mecanismo da manutencdo da homeostasia do ferro pode
contribuir na elucidacdo da relacéo desse ion e das moléculas que participam do seu
controle no desenvolvimento das recaidas e no desenvolvimento de um dos
principais sintomas da infeccdo, a anemia.

Uma das principais proteinas envolvidas na disponibilidade de ferro circulante
€ a hepcidina, um horménio que regula a absorcao de ferro da dieta e a liberacéo de
ferro dos macrofagos para a corrente sanguinea. Sabe-se que 0s niveis desse
horménio estdo aumentados durante as infeccbes por P. vivax e P. falciparum, mas
nao se sabe qual a sua influéncia e sua relacdo com a infeccdo malarica.

Entender o papel da hepcidina na patogénese da malaria vivax pode
contribuir no entendimento do desenvolvimento de laténcia e ativacdo dos
hipnozoitos bem como no estabelecimento de estratégias terapéuticas que
diminuam a morbidade da doenca ou até mesmo na descoberta de novas drogas
gue eliminem o parasito. Porém nao foram encontrados dados na literatura que
caracterizam a hepcidina em infec¢gbes agudas causadas pelo Plasmodium vivax e
infeccbes causadas pela reagudizacédo da doenca pela ativacéo de hipnozoitos.

Através deste estudo pretende-se entender melhor a dindmica de transmisséo
da doenga, com destaque para o entendimento dos episédios de recaida e sua
diferenciacdo em relacdo a recrudescéncia e reinfeccdo, bem como a relacdo da
homeostasia do ferro no desenvolvimento dessas recaidas. Esses resultados serdo

importantes no estabelecimento de novas estratégias e metodologias de controle da
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malaria nas regides endémicas, principalmente no delineamento de estratégias

terapéuticas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Analisar a variabilidade genética de isolados de amostras pareadas infecgcéo
primaria/recaidas e sua reatividade aos principais antigenos do Plasmodium vivax e
investigar a associacao entre a homeostase do ferro, particularmente da hepcidina e

sua associacdo com a ativacdo dos hipnozoitos.

3.2 Objetivos especificos

e Determinar os perfis de um painel de marcadores moleculares dos
isolados de P. vivax provenientes de amostras pareadas: parasitos da
infeccdo primaria e do(s) episodio(s) de recaida dos mesmos
individuos.

e Comparar os perfis de genotipagem obtidos das amostras pareadas
buscando identificar marcadores moleculares de recaida.

e Analisar a diversidade genética das duas populacdes de parasitos
estudadas.

e Determinar a presenca de infec¢cdo multipla nas amostras estudadas.

e Estabelecer um numero minimo de marcadores necessarios para
deteccdo de infeccbes multiplas.

e Caracterizar do ponto de vista bioquimico a infeccdo pelo P. vivax,
incluindo as dosagens relacionadas a homeostase do ferro.

e Identificar mutacdes no gene codificador da proteina envolvida na
homeostase do ferro, hepcidina.

e Estabelecer relacdo entre parametros bioquimicos e moleculares com
a anemia malérica e com a ocorréncia dos episédios de recaida.

e Correlacionar a presenca de mutagcbes no gene hamp com a
susceptibilidade aos episodios de recaida e a presenca de anemia.

e Avaliagdo da resposta imunologica humoral contra os principais
antigenos do P. vivax, comparando a reatividade nas infeccdes

primarias e recaidas de amostras pareadas.
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4 METODOLOGIA

4.1 Descricao das amostras

Amostras de sangue coletadas de 30 pacientes que tiveram infec¢ao primaria
e recaida(s) por P. vivax, clinicamente acompanhados no Hospital Universitario Jalio
Muller/MT em Cuiaba/MT foram selecionadas de biobancos da instituicdo. O
diagndstico dos pacientes foi feito através de gota espessa a partir da qual também
foi possivel terminar a parasitemia desses pacientes. Além do exame de gota
espessa, 0 hemograma permitiu a obtencdo de alguns dados de caracterizacao
clinica dos pacientes como niveis de hemoglobina. Esses dados cadastrados no
biobanco foram selecionados para compor este estudo e para avaliacdo da
influéncia destas varidveis no objeto de estudo. Os pacientes foram tratados de
acordo com o que foi preconizado pelo Ministério da Saude (3 dias de tratamento
com Cloroquina a 25mg/kg totalizando 75mg e 7 dias de tratamento com Primaquina
a 30mg), e sofreram episodios de recaida da doenca. Para serem incluidos neste
estudo os episédios de recaida deveriam ter ocorrido com mais de 30 dias apés o
tratamento (eliminar recrudescéncia) e o paciente deveria relatar que nao retornou
as areas endémicas até o momento da ocorréncia do episddio de recaida, ja que o
hospital estava localizado em area sem transmissao de malaria (Cuiaba). (eliminar
reinfec¢des). As amostras foram coletadas no periodo de 2001 a 2009 e os locais de
contagio foram amplamente dispersos variando de 90 km a mais de 3.500
quildmetros de distancia de Cuiaba (média de 1.205 km).

As amostras foram coletadas de adolescente/adultos (14-63 anos — idade
média de 37 anos) do sexo masculino e feminino que procuraram o hospital durante
uma infeccdo aguda de maléaria, portanto, as amostras selecionadas eram de
infeccbes sintomaticas e a primeira coleta de sangue e diagndstico de malaria do
paciente no hospital foi considerada infecgdo primaria, sendo somente 7 dos 30
pacientes analisados primo infectados, ou seja, aquela infecgdo era resultante de
primeira inoculagéo de esporozoitos na vida do individuo.

Para complementar o estudo, amostras de pacientes residentes de area
endémica, no municipio de Remansinho/AM, ativamente acompanhados por um

periodo de 6 meses foram gentiimente cedidas pelo Dr. Marcelo Urbano Ferreira.
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Foram recebidas amostras de DNA para a etapa de amplificacdo e sequenciamento
do gene codificador da hepcidina descrita nos itens seguintes. As amostras
totalizavam 36 individuos dentre os quais 18 nao sofreram episddio de recaida e 18
apresentaram um ou mais episoédios de recaida sendo utilizada apenas a amostra
correspondente a infecgdo priméria dos pacientes. Detalhes da area endémica e
perfil da populacdo encontram-se publicados (Barbosa et al., 2014, Batista et al.,
2014).

De todos os pacientes foram utilizadas amostras de sangue para extracdo do
DNA e amostras de soro ou plasma para realizagcdo de ensaios sorologicos e
dosagens bioquimicas.

As amostras foram separadas em dois grupos: amostras de area sem
transmissdo (Cuiabd) e amostras de area endémica (Remansinho). Cada grupo de

amostras foi utilizado para realizagéo de diferentes etapas deste estudo (figura 10)

Amostras de
infecgOes por P.
vivax

Amostras pareadas de Cuiaba Amostras de Remansinho
30 pacientes: 36 pacientes
- infecg¢do primaria -18 paciente com recaida;

- recaida -18 sem recaida

-Variabilidade genética
em painEI de marcadores Sequenciamento do

-Associa¢do de gene hamp
variaveis

-Dosagens bioquimicas

-sequenciamento gene
hamp

Figura 10. Grupos de amostras e os objetivos de sua utilizacdo na pesquisa. No primeiro nivel as
amostras foram obtidas de pacientes infectados pelo P. vivax. No segundo nivel os subgrupos de
amostras e o nimero de pacientes. No terceiro nivel, os objetivos de utilizacdo dessas amostras.

Os aspectos éticos e metodolégicos deste estudo foram aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Centro de Pesquisas René
Rachou/FIOCRUZ (documentos 08/2010 e 05/2010), de acordo com a resolucao do

48



Ministério da Saude brasileiro 196/96, e pelo Comité de FEtica de Pesquisa
envolvendo seres humanos da Organizagdo Mundial de Saude — OMS/WHO
(SCRIHS) (Anexo 1).

4.2 Extragao do DNA

O DNA gendmico dos pacientes foi extraido do sangue total das amostras
coletadas usando o kit para extracdo Puregene Blood Kit, Qiagen (Qiagen) de
acordo com o protocolo do fabricante. Brevemente, para cada 1 mL de sangue total
3 mL de solugcédo de lise para eritrécitos foram adicionados e incubados por 10
minutos em temperatura ambiente. Posteriormente a mistura foi centrifugada a 2000
X g por 10 minutos; o sobrenadante entdo foi removido. O sedimento foi
ressuspendido em 1 mL de solugéo de lise celular. Foram adicionados 333 pL de
solucado de precipitacdo de proteina ao lisado celular e esta mistura homogeneizada.
Posteriormente foi realizada uma centrifugagéo a 2000 x g por 10 minutos e, depois
o sobrenadante foi colocado em um tubo contendo 1 mL de isopropanol. Esta
solucdo foi homogeneizada e centrifugada a 2000 x g por 3 minutos. O
sobrenadante entdo foi descartado e foi adicionado ao sedimento 1 mL de etanol
70%. Outra centrifugacéo foi realizada a 2000 x g por 1 minuto e o sobrenadante
novamente descartado. Finalmente foram adicionados 100 pyL de solugdo de
hidratacdo de DNA ao sedimento. O DNA foi hidratado incubando-o a 65°C por 1
hora ou 16 horas em temperatura ambiente. O DNA foi dosado no espectrofotbmetro
NanoDrop e entdo armazenado a -20°C.

4.3 Amplificagéo e genotipagem dos marcadores moleculares

Os parasitos foram genotipados utilizando os marcadores da MSP1 (bloco 02
e bloco 10) (Koepfli et al., 2009) e 08 loci de microssatélites identificados no
laboratorio de Maléaria do Centro de Pesquisas René Rachou (Rezende et al., 2010).
Os loci encontram-se amplamente distribuidos pelos cromossomos do P. vivax
(cromossomos 2, 3, 6, 7, 8, 12, 13 e 14) (Tabela 1) e com baixo desequilibrio de
ligacdo entre eles. Os microssatélites MS1 e 2 possuem repeticbes de
dinucleotideos (GT, CA), os microssatélites MS3 a 6 possuem repeticbes de
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trinucleotideos (CAT, TGA, TAA) e os microssatélites MS7 e 8 possuem repeticées
de tetranucleotideos (TGTA, CATA).

Tabela 1 Caracterizacdo dos marcadores moleculares

Microssatélite Cromossomo Unidade  Variagdo no Numero de TOP HIT Posigdo no genoma
repetitiva tamanho do alelos
MS01 12 GT9 224248 5 Adaptador relacionado  2075887-2076132

ao complexo proteico
gama 1 subunidade 2

(NC_009917)
MSs02 3 CA12 290-312 10 Proteina hipotética 782947-733248
(NC_009908)
MS04 6 TA21 130-174 12 N&o codificadora 1027329-1027483
MS05 3 CAT10 173-215 10 Proteina hipotética 30333-30515
(NC_009908)
MS06 14 TGA19 194-298 12 Proteina hipotética 2835506-2835833
(NC_009919)
MS07 2 TAAZ22 349-388 8 N&o codificadora 152239-152633
MS08 13 TGTAY 249.325 7 N&o codificadora 1561308-1561621
MS11 8 CATA49 284-560 31 Nao codificadora 840626-840999
MSP1bl2 7 Putaporntip 352-460 7 Principal antigeno de 1157742-1163137
et al. (2002) superficio do estagio
sanguineo Pv200
MSP1bl10 7 Putaporntip 226-329 12 Principal antigeno de 1157742-1163137
et al. (2002) superficio do estagio

sanguineo Pv200

A reagdo em cadeia da polimerase ou PCR foi realizada em termociclador
Eppendorf Gradient, utilizando a enzima Taq polimerase recombinante (Invitrogen).
As temperaturas de anelamento dos iniciadores e a concentracdo de cloreto de
magnésio variaram de 50°C a 60°C e de 0,75mM a 1,50mM, respectivamente
(Tabela 2). O resultado da amplificacdo foi visualizado em gel de agarose corado

pelo brometo de etidio utilizando aparelho transiluminador.
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Tabela 2 Iniciadores e condi¢cdes de amplificacao

™ [MG]
INICIADOR FOWARD REVERSE ¢C)  (MM)
PVMS1 5' CTATCTGAGGAATGGGGA 3' 5" ATTTACTATGACGAAGGTGA 3' 53,4 1,5
PVMS2 5' CATCATTTGGGTAAGTCGGG 3' 5' GCAGCCACAAAATCAACACC 3' 60 1,5
PvMS4 5 TTTATTTCCCCCTTTGCC 3’ 5 AAATGGATGTTCTTGTCAAA 3° 55,7 1
PvMS5 5 TGCTATTTGCTCGGTCTGT 3’ 5" GAGCGTTATCATCATTAG 3’ 56 1,5
PVvMS6 5' ACACATTTGACACAGTTCC 3' 5' ATGCCCTGGTCCCTACAA 3 58,6 1,5
PVMS7 5' GTATTCCCCGTCTTGTCC 3 5" CTTTCTCCGTTCTTATTTCT 3' 56 1,5
PVMS8 5 TCCGTTGTTTTGTTGCCC 3 5 CACTTGTTCGTTCCGCTC 3 60 1,5
PVMS11 5" CGATGCGTTCACTTGGAT 3’ 5 TATTCTTCTCCCCTCGTG 3’ 54 0,75
MSP1bI2 5" GACGATATTGGAAAATTGGA 3' 5" CTCCTTCAGCACTTTCACGCGCTT 3' 63 3

MSP1bl10 5 CAAGCCTACCAAGAATTGATCCCCAA 3' 5" ATTACTTTGTCGTAGTCCTCGGCGTAGTCC 3' 60 3

Os iniciadores senso foram adquiridos com fluoresceina na extremidade 5’
para realizacdo da genotipagem no sequenciador automatico, onde os produtos de
PCR amplificados foram adicionados aos pocos de uma placa de 96 pocos do
modelo “Ultraamp™ Skirted 96 PCR Plate” (marca Sorenson BioScience TNC). A
cada poco foram adicionados Tween 20 a 0,1%, 0,3 pL de padrdo de peso
molecular, MegaBACE™ ET550-R Size Standard (GE Healthcare), com todos os
seus fragmentos marcados com ET-ROX e 2-5 pyL de produto de PCR para um
volume final de 10 pyL. ApGs a separacdo das amostras por eletroforese capilar os
resultados foram analisados utilizando o programa MegaBACE Fragment Profiler
versao 1.2, para identificacdo dos tamanhos exatos dos fragmentos previamente
amplificados. Pelo fato do parasito ser haploide na fase sanguinea do ciclo, a
presenca de dois picos numa mesma amostra, foi considerada como uma evidéncia
de infeccdo multipla. O cut off minimo para a altura dos picos foi de 150 unidades de
fluorescéncia arbitraria (rFu). Na presenca de dois ou mais picos, 0 que obteve a

maior altura foi considerado o alelo predominante.
4.4 Clonagem dos fragmentos

Foram clonados fragmentos de amplicons de 2 marcadores (escolhidos
aleatoriamente) de 4 pacientes para busca de infec¢bes multiplo-clone. Para a
realizacdo da técnica, os produtos da amplificacdo por PCR anteriormente descrita

foram clonados no vetor pGEM-T Easy vector, conforme instrucbes do fabricante.
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Escherichia coli da cepa TOP10 quimicamente competentes foram transformadas
com o plasmideo recombinante. Em um tubo de microcentrifuga foram incubados 2
puL do produto da reacédo de ligacdo com 50 pL de células competentes por 30
minutos no gelo. Rapidamente o tubo foi transferido para o banho-maria a 42°C por
45 segundos e imediatamente o tubo foi recolocado ao gelo por 2 minutos. Foram
adicionados 500 pL de meio LB liquido (NaCl 10 g/L, Triptona 10 g/L, Extrato de
levedura 5 g/L) ao tubo, que foi incubado a 37°C, sob forte agitacdo por 1 hora. Em
seguida as células foram plagueadas em meio LB-agar (NaCl 10 g/L, Triptona 10
g/L, Extrato de levedura 5 g/L, Agar 20 g/L pH 7,0) com 100 pg/mL de ampicilina e
mantido a 37°C 12-16 h.

As colbnias resultantes foram selecionadas, repicadas com o auxilio de
palitos autoclavados e incubadas individualmente em 2 mL de meio LB liquido (NacCl
10 g/L, Triptona 10 g/L, Extrato de levedura 5 g/L) com 100 pug/mL de ampicilina a
37°C, sob forte agitacdo por 12-16 hs (cultura saturada). Foram selecionadas todas
as colbnias positivas de cada transformacao para extracdo plasmidial, amplificacao
dos clones e posteriormente os amplicons foram submetidos a genotipagem
conforme protocolo descrito anteriormente.

A extracdo de DNA plasmidial foi realizada a partir do sistema Quiaprep
(Quiagen) de acordo com as instru¢bes do fabricante. Brevemente, 1 mL de cada
cultura saturada foram centrifugados por 10 minutos a 9000 rpm. Em seguida o
sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 250 pL de tampéo P1
(Buffer P1 + RNAse). Em seguida, 250 pL de tampéo P2 foram adicionados e 0s
tubos homogeneizados por inversdo de 4 a 6 vezes. Foi acrescentado a mistura o
tampé&o N3 e imediatamente os tubos foram homogeneizados por inversao de 4 a 6
vezes. Apos a homogeneizacdo, os tubos foram centrifugados por 10 minutos a
13000 rpm. O sedimento foi descartado e o sobrenadante aplicado em colunas
oferecidas pelo Kit. Apos centrifugacdo das colunas por 1 minuto a 13000 rpm o
conteudo do tubo foi descartado. A coluna foi lavada com 500 uL de Tampéo PB e
novamente centrifugada por 1 minuto a 13000 rpm e ao final, o contetdo do tubo foi
descartado. Foram adicionados 750 pl de tampéo PE (Buffer PE + alcool etilico 96%)
e durante 1 minuto foram centrifugados a 13000 rpm descartando o contetudo do
tubo no final. A coluna foi colocada em tubo de microcentrifuga e o plasmideo eluido
com 50 L de &gua destilada e deionizada esterilizada. Foi realizada a amplificacédo
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dos fragmentos especificos por PCR de acordo com as condi¢des descritas no item
2.

Para verificar infeccdes multiplas e da possivel derrapagem da polimerase
durante a amplificacdo dos microssatélites, o que levaria a resultados errbneos
causados pela presenca de artefatos (Sttuter bands), os tamanhos de amplicons
obtidos a partir de plasmideos recombinantes contendo os produtos de PCR

clonados foram comparados com os tamanhos dos amplicons do DNA original.

4.5 Analise dos resultados da genotipagem

Calculou-se a diversidade genética (heterozigosidade esperada, Hg), que
pode ser definido como a probabilidade de que um par de alelos obtidos
aleatoriamente da populacdo serem distintos, usando Arlequin 3.0 software
(Excoffier et al., 2007) e a diversidade genética dos parasitas primarios e recaidas

foi comparada usando ANOVA.

4.6 Amplificacéo e sequenciamento do gene hamp

Para a amplificacdo do gene foram desenhados iniciadores que
contemplavam os peptideos que sao clivados de 20, 22 e 25 aminoacidos,
correspondente a porcao do peptideo maduro e funcional.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada em termociclador
Veriti® 96-Well Fast Thermal Cycler (Applied Biosystems®) utilizando os iniciadores
Senso 5 AGG TTG CCG GGA GCC AGT CT 3’ e anti-senso 5° CCA GCC CCA CAT
GAC CCA CC 3’ na temperatura de anelamento de 65°C e concentragcado de 0,25
picomoles de cada iniciador. A concentracdo de magnésio padronizada foi de 1,5mM
e volume final de reagédo de 50uL. O produto da amplificacéo foi visualizado em gel
de agarose a partir da coloragao das amostras com corante GelRed (Biotium).

O produto amplificado foi purificado utilizando solucéo de Polietilenoglicol
(PEG 20%) a 20% para eliminacdo de bandas de tamanhos pequenos (<300-400
pb). Os produtos da PCR foram transferidos para microtubos e foi adicionado o
mesmo volume de solu¢cdo PEG 20% homogeneizando o contetdo. Os tubos foram
deixados em banho-maria a 37°C por 15 minutos e posteriormente centrifugados por
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15 minutos a uma velocidade de 13.000 rpm. O sobrenadante foi retirado e
descartado e, ao precipitado, foram adicionados 125uL de etanol 80% v/v. Os tubos
foram centrifugados e o sobrenadante retirado novamente. Para evaporacdo dos
residuos de etanol restantes os tubos foram deixados a temperatura ambiente até
nao restarem vestigios do alcool. O DNA foi reidratado utilizando &gua tipo Mili-Q em
volume proporcional ao volume inicial de DNA.

Para a reacdo de sequenciamento, foi utilizado o kit Big Dye® Terminator v3.1
cycle sequencing (Applied Biosystems, California, USA). As reacbes foram
conduzidas com um volume final de 10 pL utilizando-se em torno de 100 ng de DNA
purificado, 3,3 uM de iniciador (senso ou anti-senso), 1 yL do mix Big Dye®
Terminator e seu tampao. As reacdes foram realizadas no termociclador Veriti® 96-
Well Fast Thermal Cycler (Applied Biosystems, Carlsbad, CA), sendo as condi¢des
da amplificacédo: 96°C por um minuto, 35 ciclos a 96°C por quinze segundos, 65° C
por quinze segundos e 60° C por quatro minutos.

Para precipitacdo do DNA, em cada poco da placa MicroAmp 96-well
Reaction plate (Applied Biosystems, Califérnia, USA) foram adicionados 1 yL de
EDTA 125 mM, 1 uL de acetato de amoénio 7,5 M e 50 pyL de etanol absoluto PA
gelado. Em seguida, a placa foi selada e homogeneizada brevemente. Logo apés, a
placa foi incubada por 15 minutos a temperatura ambiente e centrifugada por 45
minutos a 3700 r.p.m. também em temperatura ambiente. A placa foi vertida e o
sobrenadante foi descartado. Em cada poco foram adicionados 100 uL de etanol
70% gelado. A placa foi centrifugada por 15 minutos a 3700 rpm em temperatura
ambiente e foi vertida de forma que o sobrenadante fosse descartado. Em seguida a
placa foi centrifugada em posicéo invertida a 3700 rpm por dois minutos. Finalmente,
o DNA foi ressuspendido com formamida HI-DITM (Applied Biosystems, California,
USA). A placa foi novamente selada e vedada em papel aluminio e analisada no
sequenciador automatico de DNA ABI 3730 atravées da plataforma de
sequenciamento da CPgRR - FIOCRUZ.

4.7 Andlise dos dados de sequenciamento

Os dados brutos obtidos do sequenciador foram analisados individualmente

pelo Chromas Lite versao 2.1.1 (Technelysium 1998 — 2012), que fornece o “base-
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calling”, onde é possivel avaliar a qualidade dos cromatogramas gerados pelo
sequenciador automético, sendo considerado apenas um valor de Phred acima de
30. Os alinhamentos das sequéncias foram realizados com o software de
alinhamento multiplo Clustalww e CAP3 (Thompson et al., 1994), dentro do pacote de
programas BioEdit Sequence Alignment Editor v.7.0.9 (Hall, 1999). No BioEdit foi
realizada, quando necesséario, a edicdo manual do alinhamento dos genes

sequenciados.

4.8 Dosagem sorolégica de hepcidina

Para dosagem dos niveis de horménio hepcidina foi utilizado soro ou plasma
de pacientes e o Kit comercial de ensaio imunoenzimatico (ELISA) para hepcidina
(Uniscience, Life Science Inc.) e foi desenvolvido conforme instrugdes do fabricante.

Para os 30 pacientes de amostras pareadas provenientes de area sem
transmissdo de malaria (Cuiaba) as dosagens foram feitas individualmente para
comparacao dos niveis de hepcidina nos diferentes momentos de infeccdo (primaria
e recaida).

Primeiramente, o padréo liofilizado foi reconstituido com 1 mL do diluente de
padrdao, ambos fornecidos pelo kit e deixado em repouso por uma hora antes da sua
utilizacdo nos ensaios. A concentracdo do padrdo nessa solucdo estoque é de
16.000 pg/mL. Essa solucdo foi diluida para 4.000 pg/mL que foi a maior
concentracdo da curva padrdo além das diluicbes seriadas em 7 microtubos
contendo 110 pL de diluente de padréo. Foram feitas diluicbes de 2.000 pg/mL,
1.000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 62,5 pg/mL e 0 pg/mL.

As amostras foram diluidas 100-300x em PBS 1X e foram distribuidos 100 uL
das amostras nos poc¢os da placa de 96 pocos sensibilizada com anticorpos anti-
hepcidina e mantidas a 37°C por um periodo de incubacdo de 2 horas e
posteriormente a placa foi invertida para descarte do liquido residual.

Durante a incubacéo foi preparada a solugcdo de deteccdo A conforme
orientacdo do manual do kit a partir da diluicdo do reagente de deteccdo A com o
diluente de ensaio A. Foram adicionados 100 uL de solucdo de deteccdo A em cada
poco seguida de incubacédo da placa a 37°C por 1 hora. Apés esse periodo a placa
foi invertida para descarte do liquido e submetida a um processo de 3 lavagens
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consecutivas com o tampao de lavagem fornecido e inverséo da placa para retirada
dos residuos.

Durante a incubacédo foi preparada a solucdo de deteccdo B conforme
orientacdo do manual do kit a partir da diluicdo do reagente de deteccdo B com o
diluente de ensaio B. Foram adicionados 100 uL de solug¢ao de detec¢céo B em cada
poco seguida de incubacgdo da placa a 37°C por 30 minutos. Apds este periodo a
placa foi invertida, o liquido foi descartado e a placa foi submetida a 5 processos de
lavagem consecutivos utilizando o tampéao de lavagem.

Foram adicionados 90 pL de solu¢do TMB (temperatura ambiente) em cada
poco e a placa foi incubada a 37°C por 30 minutos na auséncia de luz.
Posteriormente foram adicionados 50 uL de solugdo de parada em cada pogo
seguida da leitura da placa em leitor de ELISA utilizando filtro de 450 nM.

Os valores de absorbancia das diluicbes do padrdo foram utilizados para
construcdo de curva padrdo e aplicacdo de método de regressao linear. Foi obtida
equacao da reta e, a partir desta, foi possivel calcular os valores de concentracdes

da hepcidina nas amostras.

4.9 Dosagem de ferro

As dosagens bioquimicas de ferro foram feitas utilizando kit para
determinacdo de ferro por metodologia colorimétrica de ponto final utilizando
ferrozina (Analisa, Gold Analisa Diagnéstica Ltda). Primeiramente a solucéo
calibradora do kit foi reconstituida com 3mL de agua destilada/deionizada e deixada
em repouso por 30 min. Os volumes de amostra e reagentes foram ajustados para
dinamizar as analises em placas de 96 poc¢os. Foram identificados nas placas os
pocos equivalentes as solucdes de “Branco”, “Calibrador” e “Amostra”.

Para cada poco foi adicionado 80uL de tampao contendo tioureia 30 mmol/L e
surfactantes em tampao pH 4,5 400 mmol/L e 10 yL do teste correspondente a
identificagdo do pogo: branco (agua deionizada), calibrador ou amostra. Apés
homogeneizar, foram feitas as leituras fotométricas em comprimento de onda de
560nm. A primeira leitura de absorbancia correspondente ao calibrador foi
denominada AC1 e das amostras Atl. Apds a primeira leitura, foram adicionados
20pL de reagente ferrozina contendo 10mmol/L de ferrozina e 32,6mmol/L de &cido
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ascoérbico em tampdo 50mmol/L pH 4. A mistura foi homogeneizada e incubada a
37°C por 5 min.

Foram feitas novas leituras fotométricas em 560nm e a segunda absorbancia
do calibrador foi denominada AC2 e das amostras At2. Como essa metodologia
obedece a lei de Lambert-Beer, podem-se efetuar os célculos através do fator de
calibragédo (FC) sendo que o fator de correcdo dos volumes de Atl e At2 foram
aplicados. Os célculos aplicados foram:

CC = Concentracéo do Calibrador em pg/dL (211 ug/dL)

CT = Concentragado das amostras em ug/dL

AC =AC2-AC1

AT = At2 — Atl
FC=CC+AC
CT=FCx AT

4.10 Dosagem de ferritina

As dosagens bioquimicas de ferritina foram feitas utilizando kit para
determinacao de ferritina por turbidimetria (Analisa, Gold Analisa Diagnéstica Ltda).
O teste baseia-se na aglutinacdo das particulas de latex recobertas com anticorpos
anti-ferritina humana pela ferritina presente na amostra de soro. A concentracédo de
ferritina na amostra € proporcional a aglutinacdo obtida, que € medida por
turbidimetria.

O reagente padréo do kit contendo soro humano liofilizado foi reconstituido
com 3 mL de agua destilada ou deionizada. Também foi previamente preparado o
reagente de trabalho através da mistura do tampéao fornecido (glicina 170 mmol/L,
cloreto de so6dio 100 mmol/L e azida sédica 14,6 mmol/L, pH 8,2) e do Latex Ferritina
também fornecido (suspensao de particulas de latex sensibilizadas com anti-ferritina
humana e azida sodica 14,6 mmol/L) na propor¢cao de 2:1 respectivamente.

O reagente de trabalho foi pré-aquecido a 37°C e o zero da absorbéancia foi
ajustado com agua deionizada. Os volumes de amostra e reagentes foram ajustados
para dinamizar as analises em placas de 96 pocos. Foram identificados nas placas

0s pocgos equivalentes as solugdes de “Padrao” e “Amostras”.
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Para cada poco foram adicionados 100uL de Reagente de trabalho
previamente preparado e 3uL do teste correspondente a identificacdo do poco:
padrdo ou amostra. Foi utilizada uma curva padrao construida a partir da diluicdo da
solugdo padrao de concentracado conhecida (561ug/L) com solugdo salina 0,9%nos
fatores de diluicao de 0,125; 0,25; 0,5; 0,75 e 1,0.

A mistura foi homogeneizada e a placa colocada no porta-placas
termostatizado a 37°C aguardando 10 segundo para realizacdo da primeira leitura
fotométrica (A1) em comprimento de onda de 540nm. Apd6s 5 min foi feita nova
leitura fotométrica (A2) do padrédo e das amostras a 540nm.

A concentracdo das amostras foi obtida pela interpolagcdo dos valores da
diferenca entre as absorbancias A2 e Al respectivamente no grafico da curva-

padrao ou pela utilizacdo do fator de calibracéo.

4.11 Antigenos recombinantes (PvDBP, PvMSP119 , PvAMA1)

A PvDBP é produzida rotineiramente no laboratério conforme protocolo de
Ceravolo e colaboradores (2005). Ela foi expressa em Escherichia coli linhagem
BL21 (DE3) Star, transformada com o plasmidio recombinante contendo as regides
I a IV do gene da PvDBP (aminoacido 177 ao 815), ap0s adicao de IPTG
(concentracéo final de 0,1mM) e mantida sob agitacdo durante 3 horas a 37 °C. Em
seguida a cultura foi centrifugada e o sedimento bacteriano, congelado. A lise celular
e a posterior purificacdo da proteina foi realizada em cromatografia de afinidade
utilizando a matriz Sepharose Gluthatione 4B (GE Healthcare Life Science),
associado a eletroeluicdo para remocdo de uma proteina contaminante de 70 kDa
de E. coli, conforme protocolo descrito por Ceravolo et al. (2005). Posteriormente, a
PvDBP recombinante foi quantificada em Nanodrop e armazenada em -70 °C até a
sua utilizacao nos ensaios de ELISA.

As proteinas PvMSP1,9 e PvAMA1 recombinantes foram gentilmente cedidas

pela Profa. Dra. Irene Soares da Universidade de Sao Paulo (USP).
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4.12 Ensaio Imuno Enzimatico (ELISA)

A deteccdo de anticorpos anti-PvDBP, anti-PvMSP1,9 e anti-PVAMAl em
plasmas das amostras pareadas primarias/recaidas foi realizada pela técnica de
ELISA (Ceravolo et al.,, 2005, Soares et al., 1999, Rodrigues et al., 2005).
Resumidamente, rPvDBP, rPVMSP1;9 rPVAMAL foram utilizadas para sensibilizar
placas de 96 orificios nas concentracdes de 5 upg/mL, lug/mL e 1ug/mL,
respectivamente, e mantidas a 4°C por 12 horas. Posteriormente, as placas foram
bloqueadas com tampéao de bloqueio (PBS 1 x pH7,2 + 0,05% Tween20 + 5% leite
em po desnatado) por 1 hora. Em seguida, soros diluidos em PBS 1X na proporcao
de 1:100 foram adicionados a placa e incubados durante 1 hora a 37 °C. Apds a
incubacgéo, as placas foram lavadas (PBS 1X + Tween) e 100uL do conjugado anti-
IlgG humano ligada a peroxidase (Sigma-Aldrich) na diluicho de 1:4.000 foram
adicionados. A revelacao foi realizada com OPD 200umole/pastilha (Sigma-Aldrich).
Paralelamente a rPvDBP, a Glutathione S Transferase (GST) (Sigma-aldrich)
também foi utilizada nos ensaios de ELISA, uma vez que a rPvDBP foi produzida
fusionada a GST. Os valores de densidade Optica (DO490nm) de cada soro testado
contra a PvDBP foi subtraido da DOugonm da GST do soro correspondente para se
obter a DOgygonm real. A rPvMSP1;9 e a rPVAMAL foram produzidas fusionadas a
cauda de histidina (6xHis). O calculo do ponto de corte (cut off) para cada proteina
foi calculado utilizando a média da DOggonm de 30 soros de individuos negativos
(oriundos de area ndo endémica) mais 3 vezes o desvio padrdo, cujos valores de cut
off para PvDBP, PvMSP1l,3 e PvVAMAl foram de 0,200, 0,200 e 0,210
respectivamente.

Os indices de reatividade de cada amostra foram obtidos pela divisdo dos
valor de OD das amostras pelos valores de ponto de corte (cut-off) dos controles de

cada proteina.

4.13 Analises estatisticas

Foram utilizados os testes AMOVA e para analise da diversidade genética dos
isolados. Também foi utilizado o Teste de Shapiro Wilk para avaliacdo da

distribuicdo dos dados nas variaveis: Dosagem de hepcidina; parasitemia; niveis de

59



hemoglobina; niveis de ferro; niveis de ferritina; numero de plaquetas; nimero de
leucocitos. Além desse, também foi utilizado o Teste de Wilcoxon e teste T de
Student para comparacdo dos dados pareados entre infeccdo primaria e recaidas e
os Testes de correlacdo de Spearman ou Pearson para avaliacdo de correlacbes e
associacdes das variaveis. As analises estatisticas foram realizadas na plataforma R
em colaboragdo com a Dra. Tayndna César Simdes do Servico de Apoio em

meétodos quantitativos do Centro de Pesquisas René Rachou.
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5 RESULTADOS

5.1 Descricado das amostras

Foram selecionados 30 pacientes de idade entre 14 a 64 anos, do biobanco
do Hospital Universitario Julio Muller residentes em &rea sem transmissao de
malaria, mas que ao viajarem para area endémica foram infectados pelo
Plasmodium vivax (Ver tabela S1 do artigo em anexo). Dentre esses pacientes, 7
foram infectados pela primeira vez pelo Plasmodium vivax, sendo esses individuos
considerados como primoinfectados, os outros 23 ja sofreram malaria em algum
momento da vida. As amostras obtidas das infec¢cdes agudas destes individuos
foram consideradas infec¢bes primarias, porém nao necessariamente a primeira
maléria da vida. Os pacientes foram tratados conforme recomendac¢&o do Ministério
da Saude, porém em periodos varidveis de tempo apresentaram um ou mais
episodios de recaida (Figura 11). Nas amostras estudadas o intervalo de ocorréncia
de recaidas foi na sua maior parte entre 2,3 meses apés o tratamento do paciente,
corroborando os dados da literatura de cepas de regides tropicais como o Brasil
(figura 11).
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Figura 11. Intervalo entre as infec¢des agudas de malaria (primarias e recaidas). (A) Cada linha
representa um paciente identificado pelo seu namero, linhas com o mesmo nimero de paciente
representam mais de um episddio de recaida. Alguns pacientes apresentaram um segundo episddio
de recaida (vermelho) e até um terceiro (verde) Os asteriscos representam os individuos
primoinfectados. (B) Frequéncia dos intervalos das recaidas. Os intervalos sdo representados em
meses lag (1=0,5-1,5 meses; 2=1,5-2,5 meses; e assim por diante).
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Foram selecionados através do banco de dados possiveis varidveis
relacionadas aos pacientes selecionados, tais como niveis de hemoglobina,

parasitemia, idade e a classificacdo da infeccéo (se primaria ou recaida).

5.2 Variabilidade genética dos isolados

Foi estudada a variabilidade genética de parasitos de 30 individuos em dois
momentos de infeccdo: primaria e recaida. Desses, 26 apresentaram um Unico
episédio de recaida, os outros 4 apresentaram 2 ou mais episodios de recaida. No
total foram obtidas 65 amostras de infec¢cdes agudas por P. vivax.

O estudo das amostras utilizando um painel de 10 marcadores moleculares
revelou uma alto nivel de diversidade haplotipica (Diversidade haplotipica = 0.9957 +
0.0037), sendo encontrados 57 haplotipos Unicos e uma diversidade genética
avaliada pelo indice de heterozigosidade esperada que variou de 0,48 a 0,96 entre
os loci (média = 0.77 £ 0.13), que néo foi significativamente diferente entre os grupos
de infec¢cdes primarias e recaidas (teste de AMOVA, p=0.7116). Nas infeccoes
primarias o indice de heterozigosidade esperada (Hg) foi de 0.779 = 0.129, em
contrapartida, os episédios de recaida foram subdivididos em grupos de primeira
recaida e segunda recaida. No grupo de primeira recaida o Hg foi de 0.798 + 0.115
enquanto na segunda recaida de Hg = 0.810 + 0.197 (AMOVA p=0.7116).

Nas analises dos graficos da genotipagem, em grande parte das infeccbes
foram observados mais de um pico de fluorescéncia por loci, 0 que representa a
presenca de mais de uma variante genética de parasitos. O pico de maior nivel de
fluorescéncia foi considerado o alelo predominante naquele momento da infec¢ao.

Quando avaliado somente o alelo predominante da infec¢cdo, o nimero de
alelos detectados por cada marcador variou de 5 a 12, com exce¢ao do marcador
MS11 que detectou 31 alelos (figura 12). Porém quando considerados 0s outros
alelos encontrados nas infecgdes classificados como raros, que no total foram 14,

essa variacao ficou entre 9-10 alelos por marcador.
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Figura 12. Numero de alelos por marcador considerando apenas o alelo predominante (preto) ou
todos os alelos detectados (cinza).

Considerando apenas os alelos predominantes, os parasitos foram
classificados de acordo com a presenca de alelos idénticos nas recaidas em
comparacao as primarias nos diferentes marcadores em: (a) Parasitos totalmente
homologos — em todos os marcadores os alelos eram de mesmo tamanho; (b)
Parasitos homologos - = 8 marcadores apresentavam os mesmo alelos; (c) Parasitos
heterdlogos - > 2 marcadores com alelos diferentes; e, (d) Totalmente heterélogos —
todos os marcadores com alelos diferentes. Com base nesse critério foi observado
gque, em amostras pareadas de infec¢cdes primarias e recaidas os haplétipos
encontrados foram heter6logos em 46% dos casos. Em contrapartida, em pacientes
onde os hapl6tipos da infeccdo priméaria e da recaida foram totalmente homdélogos
ou homdélogos (pelo menos 8 marcadores com alelos iguais) somam 54% dos dados.
N&o foram encontradas amostras pareadas com parasitos de haplétipos totalmente
heterdlogos (figura 13). Nos pacientes primoinfectados, os parasitos presentes nas

recaidas foram homologos em relacdo aos parasitos da infeccéo primaria.
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Figura 13. Genotipagem de 10 marcadores moleculares e comparacao dos haplétipos parasitarios em
amostras pareadas de infec¢Bes primarias e recaidas de 30 individuos. Parasitos totalmente
homdlogos apresentam o mesmo haplétipo do parasito nos dois momentos de infec¢do. Parasitos
homélogos ou heterdlogos tem de 80-90% de igualdade ou diferenga respectivamente, dos haplétipos
no painel de 10 marcadores.

Uma das hipéteses que explicaria o alto nimero de parasitos heter6logos nas
infeccbes seria a existéncia de um efeito de flutuacdo da predominancia dos alelos
nos diferentes momentos de infeccdo. Essa variacdo poderia ser decorrente de uma
diferenca na capacidade de deteccao dos alelos raros de parasitos homdélogos que
no momento de coleta das amostras ndo se apresentavam em niveis de
predominéncia entre as variantes. A diferenca foi claramente visualizada em 4
pacientes com multiplas recaidas onde pode-se observar que ha flutuacdo dos
alelos predominantes entre os episddios de infeccdo aguda da doenca. Foram
encontrados de 2 a 6 alelos predominantes diferentes para cada marcador. Em 65%
(26 de 40) dos casos, o alelo predominante da infec¢cdo priméaria também era
dominante nos episodios de recaida. Dos casos em que o alelo predominante ndo
era o0 mesmo na infeccao primaria (14 de 40), em 9 os alelos eram idénticos entre as
recaidas. No total, foram encontrados 10 diferentes haplétipos (H1 a H10) e somente
um paciente apresentou o mesmo haplotipo durante todos os episédios de infecgao,

paciente 17 (figura 14).
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Figura 14. Flutuacdo do alelo predominante em quatro pacientes durante os diferentes episddios de

infeccdo. (A) S&o mostrados os alelos de infeccao primaria (1st), primeira recaida (2nd), segunda

recaida (3th) e terceira recaida (4th). Os alelos séo identificados por suas formas e cores e separados

por marcador molecular pela linha pontilhada. Ao lado direito, os marcadores MS1 a MS11 que foram

descritos por Rezende et al (2010) e as proteinas de superficie do merozoito MSP1 bl2 e bl10. Os

haplétipos formados estéo indicados na parte superior da figura. (B) Frequéncias de identidade entre

os alelos da infeccao primaria e recaida, sendo iguais em abas infec¢des, iguais nas recaidas porém

distintos da primaria, ou distintos entre primaria e recaidas.
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5.3 Identificacao de alelos raros

Para verificar se o alelo heter6logo predominante na recaida poderia ser um
alelo raro da primaria foram selecionados 4 pacientes e destes, o produto da
amplificagéo de dois marcadores moleculares, escolhidos aleatoriamente para cada
paciente, foram clonados e foram selecionadas e genotipadas todas as colGnias
positivas de cada produto clonado. Os alelos de cada colénia foram identificados e a
determinacdo do alelo predominante foi feita pelo maior numero de coldnias
correspondente aquele alelo. Foram encontradas infecgfes multiplas (mais de uma
variante do parasito) tanto nas infec¢des primarias quanto em recaidas em 75% dos

casos e foram encontrados até 4 alelos em algumas infeccdes (figura 15).

Antes da clonagem Apoés a clonagem
Primdria Recaida Primaria Recaida
Paciente 11 MMt - . - A . A
we [ M A A
Paciente 12 MM1 - -. - . - . =
MM4 /_\ /_\- D e e D e
Paciente 15 MM3 - . - .. . -
we A @9 Be @

Figura 15. Perfil genotipico de quatro pacientes em uma analise dos alelos encontrados em diferentes
marcadores antes e ap0s a realizacdo da clonagem. Cada uma das formas representa um alelo e a
presenca de mais de um alelo caracteriza a infec¢cdo multipla. O tamanho das formas representa a
predominancia dos alelos. Antes da clonagem a deteccdo dos alelos e determinacdo do
predominante foi feita pela altura dos picos, apés a clonagem na detecgdo e determinacdo do alelo
predominante foi considerado o numero de colbnias de cada alelo. Os alelos foram avaliados nos
diferentes marcadores MM1, MM4, MM2 e MM3.
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Foram observados diferentes padrées de recaidas antes e apds a clonagem
das amostras como, por exemplo, a deteccdo de alelos predominantes nas
infeccbes primarias e recaidas distintos antes da clonagem e a presenca de alelos
raros idénticos em ambas as infec¢cdes detectados somente apds a clonagem
(Figura 15, paciente 11-MM1). Também foram encontrados perfis de alelos
predominantes distintos nas infec¢cdes antes da clonagem, porém a detec¢do do
alelo predominante na recaida, como raro na infeccdo primaria ap0s clonagem
(Figura 15, paciente 14-MM1 e paciente 15-MM3). Alguns alelos se apresentavam
sempre como alelos raros em ambas as infec¢bes (Figura 15, paciente 12-MM1 e
MM4; e paciente 14-MM2) ou que foram detectados em apenas uma das infec¢des
(Figura 15, paciente 11-MM1, paciente 12-MM1 e MM4; paciente 14-MM1 e paciente
15-MM3).

Como o processo de clonagem revelou alelos raros ndo detectados antes da
clonagem e que em muitos casos 0 alelo presente na recaida apenas nao foi
detectado na infeccdo primaria, todos os dados de genotipagem realizados antes do
processo de clonagem foram re-analisados para tentar identificar os alelos raros
clonados. Assim, surgiu uma nova questéo sobre qual o critério utilizar na deteccdo
do alelo raro. A principio uma infeccdo sO seria considerada multipla se o pico de
menor nivel de fluorescéncia representasse no minimo % do nivel de fluorescéncia
do pico predominante. ApGs a nova analise foi observado que os alelos raros
detectados na clonagem estavam presentes na genotipagem antes da clonagem,
porém com nivel de fluorescéncia muito inferior em relagdo ao pico predominante.
Na figura 16A pode-se observar dois alelos detectados pela genotipagem sendo que
o pico de menor nivel de fluorescéncia representa 1/3 do pico de maior
fluorescéncia, os dois foram considerados alelos e a infecgdo multipla. No gréfico
inferior (figura 16B) séo detectados 2 picos porém de niveis de fluorescéncia muito

distintos, sendo o0 menos fluorescente 25x menor do que o mais fluorescente.
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Figura 16. Genotipagem de duas amostras de infec¢Bes primarias de diferentes pacientes com perfis
distintos para o mesmo marcador MSP1bloco2. (A) Infec¢do multipla detectada por dois picos de
fluorescéncia sendo o menor pico equivalente a um ter¢co da altura do pico predominante. (B)
Infeccdo multipla detectada em que o pico predominante é 25x maior que o0 pico secundario. O
tamanho dos fragmentos esta representado no eixo X e o nivel de fluorescéncia da amostra no eixo
Y, os picos em vermelho representam o marcador molecular usado como referéncia na eletroforese

capilar.

ApoOs esta analise, os critérios de determinacdo de infeccdo multipla foram
repensados e foram analisados os critérios ja descritos na literatura para
determinacdo de infeccdo mdltipla. Alguns autores determinam que a infecgéo
multipla é considerada se o pico de menor fluorescéncia representar 1/3 da
fluorescéncia do predominante (33%), outros acreditam que deve representar Y
(25%). Apoés analises das clonagens e das fluorescéncias, neste trabalho os picos
foram considerados alelos se o nivel de fluorescéncia fosse igual ou superior a 150
rFu definido como o cut-off de detec¢do. Foram avaliados, de acordo com esses trés
critérios a capacidade de deteccdo de infec¢cdes multiplas por cada um deles. Foi
observado que a capacidade de deteccao utilizando o critério de niveis iguais ou
superiores ao cut-off aumentava e era capaz de detectar quase 100% das infec¢cbes

multiplas (figura 17).
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Figura 17. Comparacdo das infecgfes mudltiplas detectadas usando diferentes critérios. Foram
avaliadas as detecgdes utilizando o critério de = 33% (1/3), = 25% (1/4) ou = cut-off (150 rFu) nos

episddios de infec¢des primarias ou recaidas.

Além da utilizacdo do critério de cut-off também foi avaliada a capacidade de
cada marcador molecular de deteccao de infec¢cdes multiplas e quantos marcadores
seriam necessarios para detectar todas as infeccbes multiplas tendo como base os
resultados observados ap6s a clonagem de algumas amostras, que aumentou a
sensibilidade de deteccdo de alelos anteriormente néo identificados e alelos raros.
Foi observado que com a combinagédo de 5 marcadores moleculares é possivel fazer

a identificagdo de 100% das infec¢des multiplas (figura 18).
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Figura 18. Identificacdo de infec¢cdes multiplas por marcadores moleculares e suas combinacdes. (A)
Capacidade de identificacdo multipla por diferentes marcadores. (B) Combinacdo de marcadores para

deteccédo de infec¢des multiplas.

5.4 Amplificacéo e sequenciamento do gene hamp
O DNA foi extraido a partir de sangue total dos pacientes e foi utilizado para

amplificacédo da regido codificadora do gene hamp por PCR, gerando um fragmento
de cerca de 550pb (Figura 19).
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Figura 19. Produto amplificado do gene hamp. Imagem ilustrativa do resultado da amplificacdo de 14
amostras cujo tamanho foi identificado pela utilizacdo de um peso molecular (PM) de fragmentos de

pesos conhecidos e o controle negativo da reacdo na auséncia de DNA (C-).

O produto amplificado foi purificado e sequenciado para identificacdo de
polimorfismos nesse gene. A sequencia do gene hamp de todos os pacientes foi
obtida e foi feito alinhamento através do programa Clustal W utilizando como
referéncia a sequencia depositada no Genbank NG_011563.1 correspondente ao
gene hamp. N&o foi encontrado nenhum polimorfismo na andlise das sequencias do
alinhamento. A regido correspondente ao peptideo maduro e funcional da proteina
mostrou-se fortemente conservada entre os pacientes das diferentes regides

analisadas (Figura 20).
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04 MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT 04s/recaida MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT
05 MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT 05s/recaida MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT
06 MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT 06s/recaida MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT
07 MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT 07s/recaida MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT
08 MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT 08s/recaida MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT
09 MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT 09s/recaida MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT
10 MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT 10s/recaida MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT
11 MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT lls/recaida MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT
12 MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT 12s/recaida MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT
13 MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT 13s/recaida MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT
14 MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT l4s/recaida MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT
15 MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT 15s/recaida MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT
16 MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT 16s/recaida MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT
17 MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT 17s/recaida MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT
18 MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCCGMCCKT 18s/recaida MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT
19 MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT O0lc/recaida MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT
20 MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT 02c/recaida MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT
21 MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT 03c/recaida MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT
22 MFQORRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT 04c/recaida MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT
23 MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT 05c/recaida MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT
24 MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT 06c/recaida MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT
25 MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT 07c/recaida MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT
26 MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT 08c/recaida MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT
27 MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT 09c/recaida MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT
28 MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT 10c/recaida MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT
29 MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT llc/recaida MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT
30 MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT 12c/recaida MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT
HAMPB MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT 13c/recaida MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT
l4c/recaida MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT
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17c/recaida MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT

18c/recaida MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT

hampB MFQRRRRRDTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT

Figura 20. Alinhamento da sequencia proteica codificada pelo gene hamp em pacientes de area sem
transmissao (A) e pacientes de area endémica (B) comparados a sequencia depositada no GenBank
(HAMPB).

5.5 Dosagens de hepcidina

As dosagens dos niveis de hepcidina foram determinadas utilizando um kit de
ELISA comercial (Uniscience, Life Science Inc.) nas amostras de soro ou plasma dos
30 pacientes de Cuiaba.

Nas amostras pareadas foram realizadas dosagens na infec¢do primaria e na
recaida do paciente. O nivel médio de hepcidina nas amostras de infeccdes
primarias foi de 404,7 ng/mL enquanto nas recaidas o nivel médio foi de 339,3
ng/mL. Nao foi observada diferenca entre as dosagens de recaidas de ocorréncia
recente (até 35 dias) e recaidas tardias (acima de 35 dias). Os dados ndo seguem
uma distribuicdo normal dentro dos grupos de infeccao primaria e recaida sendo
entdo avaliada a mediana dos dados. Nao foi observada diferenca estatistica entre

0s grupos em relagédo a mediana da dosagem de hepcidina (Figura 21).
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Figura 21. Teste de Wilcoxon para dados pareados e teste de correlacdo de Spearman para dosagem
de hepcidina. Ao lado esquerdo o Teste de Wilcoxon mostra que ndo ha diferenca significativa entre
0s grupos (p-valor=0,1461). Ao lado direito o Teste de correlagdo de Spearman ndo demonstra

correlacéo linear entre os grupos (p-valor: 0,1576).

5.6 Dosagens de ferro

As dosagens de ferro foram feitas a partir de amostras de soro ou plasma dos
pacientes pelo método de colorimetria. Foram dosadas apenas as amostras de area
sem transmissdo de malaria devido a disponibilidade de soro ou plasma suficientes.

A média de ferro circulante nas amostras de infeccdo primaria foi de 85,5
Mg/dL e nos episddios de recaida de 92,5 pg/dL. A variavel nivel de ferro ndo seguiu
uma distribuicdo normal nos dois grupos, somente no grupo de infec¢des primarias e
nao foi observada diferenca significativa entre os grupos em relacdo a mediana das

dosagens (Figura 22).
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Figura 22. Comparagdo dos niveis de ferro nos diferentes momentos de infeccdo. O Teste de
Wilcoxon para dados pareados: p-valor=0,6956 demonstra que ndo ha diferenca entre os grupos, em

relagdo a quantidade mediana de ferro.

5.7 Dosagem de ferritina

As dosagens de ferritina foram feitas a partir de amostras de soro ou plasma
dos pacientes pelo método de turbidimetria. Foram dosadas apenas as amostras de
area sem transmissdo de malaria devido a disponibilidade de soro ou plasma
suficientes.

A média de ferritina circulante nas amostras de infeccdo primaria foi de 314
Mg/L e nos episddios de recaida de 416,7 ug/L. A variavel ferritina ndo seguiu uma
distribuicdo aproximadamente normal nos dois grupos, somente no grupo de
infeccbes primarias e nao foi observada diferenca significativa entre 0os grupos em
relacdo a mediana das amostras. Foi demonstrada uma correlagéo linear fraca (rs =
0,36) nos diferentes momentos de infeccdo com significancia de 10% (p-valor:
0,0805) (Figura 23).
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Figura 23. Niveis de ferritina nos diferentes grupos. O Teste de Wilcoxon para dados pareados: p-
valor=0,1855 mostra que ndo ha diferenca entre os grupos, em relacdo a quantidade mediana de
ferritina. Porém ha correlacao linear de rs=0,36 entre infeccao primaria — recaida com significancia de

10% (Teste de correlagdo de Spearman: p-valor: 0,0805).

5.8 Andlise das variaveis do estudo

Foram adquiridas informacdes sobre as amostras pareadas que podem ser
variaveis que se relacionem ao objeto de estudo, como idade dos pacientes,
parasitemia e niveis de hemoglobina. Foi feita avaliacdo de cada variavel nos
diferentes momentos de infeccdo (Tabela 3) e posteriormente uma busca de
associacfes entre as varidveis juntamente com as dosagens realizadas de

hepcidina, ferro e ferritina.
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Tabela 3. Estatisticas sumarias de cada variavel nos diferentes momentos de infecgao

Variavel Minimo Quartill Mediana Média Desvio- Quartil3 Maximo Missing
padrao
Infeccdo Primdria
Dosagem 177,1 294,7 347,3 404,7 187,2 450,7 978,3 -
Idade 14,0 23,8 32,0 34,1 13,8 42,0 63,0 -
Parasitemia 22,0 658,8 1258,0 2034,1 2031,0 2602,5 8238,0 -
Hemoglobina 7,6 12,0 13,1 12,8 1,92 14,0 15,7
Ferro 15,0 50,2 77,2 85,5 48,6 106,9 200,4 -
Ferritina 54,4 161,9 294,9 325,0 199,0 490,2 771,0 -
IR_DBP 0,25 0,57 1,08 1,13 0,65 1,50 2,67 1
IR_MSP1 0,18 0,88 2,94 2,62 1,70 3,96 5,04 1
IR_LAMA 0,30 0,74 1,38 1,57 1,03 2,31 3,38 1
Recaida
Dosagem 92,1 211,6 300,6 339,3 168,8 399,5 760,6 -
Idade 14,0 24,8 32,0 34,3 13,7 42,0 63,0 -
Parasitemia 15,0 610,0 1680,0 2055,0 1765,0 2843,0 5740,0 1
Hemoglobina 10,0 12,6 13,7 13,7 1,78 15,0 16,8 3
Ferro 10,2 63,1 79,0 92,5 54,2 112,6 270,9 1
Ferritina 40,3 225,5 354,3 414,3 280,9 454,5 1095,2 1
IR_DBP 0,28 0,84 1,12 1,17 0,46 1,40 2,13 1
IR_MSP1 0,24 1,49 3,09 2,78 1,52 4,04 4,85 1
IR_LAMA 0,62 1,19 1,50 1,72 0,77 2,19 3,30 1

Na avaliagdo da variavel idade foi observada uma distribuicdo
aproximadamente normal dos dados na curva padrao, porém notou-se que a maioria
dos pacientes que foram infectados pelo P. vivax e que sofreram recaidas tem entre
20 e 40 anos (Figura 24).
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Figura 24. Distribuicdo de dados referentes a idade dos pacientes na curva-padrdo. A variavel segue

uma distribuicdo aproximadamente normal (Teste de Shapiro Wilk: p-valor = 0,05484).
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A variavel parasitemia ndo segue uma distribuicdo aproximadamente normal
nos grupos avaliados. Quando avaliado se existe diferenca significativa entre a
mediana de parasitemia entre 0s grupos, ndo foi observada diferenca significativa

entre os grupos e nao houve correlacéo linear entre os grupos (Figura 25).
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Figura 25. Comparacao da parasitemia nos diferentes momentos de infec¢do. Foi aplicado o Teste de
Wilcoxon para dados pareados: p-valor=0,9191 onde foi observado que ndo h& diferenca entre os

grupos, em relacdo a mediana da parasitemia.

Os niveis de hemoglobina encontrados nos pacientes seguem uma
distribuicdo normal na curva e apresentam uma média de 12,8 g/dL nos pacientes
de infeccBes primarias e 13,7 g/dL nos pacientes de recaidas. A hemoglobina se
apresenta significativamente mais elevada nos episddios de recaida e existe uma
moderada correlacdo linear de 0,49 entre os episodios de infeccdo primaria e
recaida (Figura 26).
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Figura 26. Niveis de hemoglobina nos diferentes momentos da infeccdo. Foi aplicado o Teste T de
Student para dados pareados: p-valor= 0,0264 onde foi observado que ha diferenca entre os grupos,
em relagdo a hemoglobina média e correlacdo linear moderada de 0,49 entre priméria-recaida (Teste

de correlacéo de Pearson: p-valor: 0,01418)

5.9 Anédlise da resposta imune humoral contra os principais antigenos de P.

vivax nas amostras pareadas de infec¢gdes primarias e recaidas

Os indices de reatividade foram comparados na busca de diferenca de
resposta imune nos episodios de recaida em relacédo aos da infeccdo primaria.

Para os dados das proteinas DBP e AMA-1 que seguiram uma distribuicao
normal foi utilizado o teste T para amostras pareadas.

Na avaliacdo da resposta contra a DBP nao foi observada uma diferenca

significativa entre os dois grupos (p = 0,8762) (figura 27).
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Figura 27. indice de reatividade contra a Duffy Binding Protein em amostras pareadas. O Teste de t
de Student para dados pareados mostra que ndo hé diferenca entre os grupos, em relacéo ao indice
de reatividade (p-valor=0,8762).

Em relacdo ao antigeno de membrana apical (AMA-1), a variavel segue
distribuicdo normal apenas no grupo de recaidas, porém nao foi observada diferenca
significativa entre os niveis de reatividade entre os grupos de primarias e recaidas (p
=0,4201) (figura 28).
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Figura 28. indice de reatividade ao Antigeno de Membrana Apical em amostras pareadas. O Teste
Wilcoxon para dados pareados mostra que ndo ha diferenca entre os grupos, em relacdo ao indice de

reatividade (p-valor=0,4201).
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Os dados dos testes para a proteina MSP1 ndo seguiram uma distribuicdo
normal, sendo utilizado o teste Wilcoxon para amostras pareadas, porém nao foi

encontrada diferenca significativa entre os grupos (p = 0,6528) (figura 29).

IR_MSP1
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Figura 29. indice de reatividade & Proteina de Superficie do Merozoito em amostras pareadas. O
Teste Wilcoxon para dados pareados mostra que ndo ha diferenca entre os grupos, em relagédo ao

indice de reatividade (p-valor=0,6528).

5.10 Associacdes entre as variaveis

As variaveis foram selecionadas para avaliacdo de associacao entre si dentro
dos grupos de infec¢des primarias e recaidas. Foi utilizado o teste de Correlacédo de
Spearman para avaliacdo das associacfes. Elas foram separadas entre o grupo de
infec¢Bes primérias e recaidas avaliando as variaveis de: i) Dosagem de hepcidina;
i) idade; iii) parasitemia; iv) niveis de hemoglobina; v) niveis de ferro; vi) niveis de
ferritina; vii) Indice de reatividade a Duffy Binding Protein (DBP); viii) indice de
reatividade a Proteina de Superficie do Merozoito (MSP1); ix) indice de reatividade
ao antigeno de Membrana Apical.

Foram encontradas quatro associacdes positivas no grupo de infeccdes
primarias e cinco no grupo de recaidas. Também foi observada uma associagéao

negativa no grupo de recaidas (Tabela 4).
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Tabela 4. Associacdes entre variaveis nos grupos de infecgdes primarias e recaidas avaliadas no

teste de Correlacéo de Spearman.

Tipo de o . Tipode Coeficiente de
. N Variaveis associadas o N p-valor
mfecgao associagao correlagao
Primaria Parasitemia e Indice de Reatividade Positiva 0,38 0,05337
contra AMA-1
s indice de reatividade contra DBP e indice .
Primaria de reatividade contra MSP1 Positiva 0,68 0,0000828
. indice de reatividade contra MSP1 e . 14
Primaria indice de reatividade contra AMA1 Positiva 0,95 2,47
L indice de reatividade contra DBP e indice .
Primaria de reatividade contra AMAL Positiva 0,61 0,001044
Recaidas Idade e parasitemia Positiva 0,56 0,002554
Recaidas Hemoglobina e ferro Positiva 0,62 0,001215
Recaidas Hemoglobina e Indice de Reatividade Negativa 0,41 0,04405
contra DBP
, indice de reatividade contra DBP e indice .
Recaidas de reatividade & MSP1 Positiva 0,45 0,01736
, indice de reatividade contra DBP e indice . 09
Recaidas de reatividade contra AMA1 Positiva 0,88 112
Recaidas Indice de reatividade contra MSP1 e Positiva 0,57 0,00213

indice de reatividade contra AMA1
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6 DISCUSSAO

6.1 Caracterizacdo molecular de isolados de P. vivax em amostras pareadas

A partir dos resultados de intervalo de ocorréncia de recaidas nos pacientes
deste estudo, observa-se que, no Brasil, o perfil dos parasitos causadores da
malaria por Plasmodium vivax € correspondente as cepas de regides tropicais
(Chesson) com frequentes recaidas que ocorrem em curtos intervalos de laténcia
(Coatney et al., 1950; Shute et al., 1976).

O estudo das recaidas é complexo por vérios fatores como dificuldade de
distincdo de uma recaida de outras origens de recidivas da malaria causada pelo P.
vivax como a recrudescéncia e a reinfeccéo. Os principais estudos moleculares das
recaidas utilizam amostras de pacientes residentes em &reas endémicas para a
doenca, o que aumenta a possibilidade da recidiva ter sido causada por uma
reinfeccdo e dificulta a garantia de que as amostras estudadas sejam originadas da
ativagcdo das formas latentes de P. vivax. Neste estudo, os critérios de inclusédo de
amostras estabelecidos excluem a possibilidade de ocorréncia de recrudescéncia e
reinfeccdo, entretanto limita o nimero de amostras, o que dificulta a realizacdo de
algumas analises estatisticas importantes.

Em estudos moleculares de recaidas por P. vivax utilizando microssatélites foi
visto que a diversidade genética dos parasitos era elevada e que as recaidas
resultam de hipnozoitos geneticamente distintos (heterélogos) dos parasitos da
infeccdo priméaria (Imwong et al., 2007; Restrepo et al., 2011), o que também foi
demonstrado em amostras brasileiras por Orjuéla-Sanchez e colaboradores em
2009, em é&rea de baixa endemicidade para a doenga. Utilizando 14 microssatélites,
0S autores encontraram em 28 amostras pareadas, de infeccao primaria e recaida,
apenas dois pares de amostras com haplétipos idénticos e 4 pares de amostras com
haplétipos relacionados considerando os alelos predominantes, porém neste estudo
e em quase todos os estudos publicados as amostras utilizadas sédo originadas de
pacientes de area endémica, o que dificulta a exclusdo de uma nova infeccao.

Os resultados apresentados neste trabalho reforcam os dados da literatura de
uma ativacao heterdloga de hipnozoitos. Van Den Eede e colaboradores (2010)
encontrou essa ativacdo heterdloga em 83% dos 16 pacientes que apresentaram
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recidivas em estudo de amostras do Vietna. Imwong e colaboradores (2007) também
encontra uma prevaléncia de ativacdo heter6loga em amostras da Tailandia e
Myanmar. Analisando 58 amostras da Coldémbia, Restrepo e colaboradores (2011)
encontraram 54 diferentes haplotipos de amostras pareadas. Além disso,
demonstrou que alguns haplétipos sédo exclusivos de area endémica, o que pode
sugerir a existéncia de padrdes distintos de recaida de acordo com a taxa de
transmissdo e endemicidade da ocorréncia de infeccbes por determinada cepa de
parasito. E importante considerar a ocorréncia de infecgdes mdltiplas ndo somente
nas infecgbes primarias, mas também nas recaidas. Essas infec¢bes multiplas
aumentam a complexidade da definicdo de uma ativacao heteréloga de hipnozoitos,
visto que diferentes variantes podem estar presentes nas infeccoes e o mesmo
parasito de uma primeira infeccdo pode ser encontrado nos episédios subsequentes
de recaida, porém em baixa frequéncia.

As andlises de multiplas recaidas bem como a utilizacdo de uma técnica que
pode ser considerada padrdo ouro para definicdo de infeccdo mdultipla (clonagem)
sugerem um fendmeno de flutuacdo da predominancia de alelos nos diferentes
momentos das infeccbes e que parasitos geneticamente idénticos podem ser
encontrados em ambas as infecgbes, porém em frequéncias distintas. Koepfli e
colaboradores (2009) também descrevem esse efeito de flutuacdo de predominancia
de alelos durante o curso de uma infeccdo causada pelo P. vivax. Van Den Eede e
colaboradores (2011) reforcam essa hipotese de ressurgimento de genoétipos
durante as recorréncias da doenca em analise de pacientes na Amaz6nia Peruviana.

Estudos recentes tem mostrado que a primeira recaida da vida do individuo
geralmente é originada de uma ativacdo homologa (Imwong et al., 2012), o que
também foi observado neste trabalho a partir da avaliacdo de pacientes
primoinfectados. Em 5 dos 7 pacientes foi observada ativacdo homodloga de
hipnozoitos. Entretanto, infec¢des por P. vivax geralmente sdo multiclonais, ou seja,
sao encontradas mais de uma variante do parasito em uma mesma infec¢do, que
pode ser proveniente da inoculacdo das diferentes variantes por um mesmo inseto
vetor ou pela inoculacdo de variantes distintas por picadas de mais de um vetor.
Essas ocorréncias dificultam o entendimento e a definichio do mecanismo de
ativacdo dos hipnozoitos que ndo se sabe se s&do por ordem de ativacdo, sendo

heterélogos ativados primeiro o que explicaria sua prevaléncia nas recaidas ou se
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estdo relacionadas ao numero de parasitos homologos/heterdlogos que séo
ativados.

Um ponto importante a ser considerado foi a alta diversidade haplotipica
encontrada pelo nosso grupo e por outros autores (Orjuela-Sanchez et al., 2009).
Para construcdo dos haplotipos foi considerado apenas o alelo predominante da
infecc@o (pico com maior nivel de fluorescéncia na genotipagem), entretanto apos a
realizacdo da clonagem foi observada a presenca de até 4 alelos por infeccéo,
analisando até 40 colonias por produto clonado. Esses resultados nos levaram a
questionar qual o melhor critério para definicdo de uma infeccdo multipla. Neste
trabalho para definicho de um alelo foi considerado um cut-off minimo de
fluorescéncia de 150 rFu (unidades arbitrarias de fluorescéncia). Outros autores
estabelecem os critérios de que um segundo pico na analise de eletroferograma
para ser considerado um alelo deve ter uma altura minima de 25 ou 33% em relagéo
a altura do pico de maior fluorescéncia, considerado o alelo predominante da
infeccdo (Anderson et al., 1999; 2000). Dependendo do critério utilizado para
determinacao de infeccdo multipla alguns dados importantes podem ser perdidos na
andlise e os critérios utilizados por outros autores podem nao considerar alelos
presentes em baixas frequéncias em uma determinada infeccdo. Utilizando o critério
de cut-off minimo de 150rFu e 5 dos 10 marcadores deste estudo foi possivel fazer a
identificacdo de todas as infecgcbes multiplas nas amostras analisadas, uma
metodologia que diminuiria os custos e o tempo de trabalho na detec¢cdo de uma
infeccdo mutipla e que poderia ser Gtil no diagnostico desse tipo de infeccdo e nos

futuros estudos de recaidas por Plasmodium vivax.

6.2 A influéncia da homeostase do ferro no desenvolvimento das recaidas

O ciclo de vida do parasito inclui uma fase sanguinea no hospedeiro na qual
ele invade as hemacias, se desenvolve e as destroi para liberacdo de mais
parasitos. A destruicdo massiva de hemacias desencadeia sintomas frequentes da
malaria como febre e anemia. A anemia caracterizada pela diminuicdo dos niveis de
hemoglobina circulante € um dos sintomas responsaveis pela elevada morbidade

conhecida da doencga.
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A anemia pode ter varias causas dentre elas a deficiéncia de ferro tanto do
ponto de vista circulante quanto do ferro estocado na forma de ferritina (Anemia
ferropriva) e a pela liberacdo aumentada de citocinas inflamatorias que levam a uma
elevacdo da producdo de moléculas reguladoras da homeostasia do ferro, como a
hepcidina (Anemia por inflamacao), gerando uma restricio do mesmo no plasma
causada pelo sequestramento do metal por macréfagos, enterdcitos e hepatocitos
(Howard et al., 2007).

A relacdo entre a hepcidina e a malaria ainda € pouco estudada, porém
alguns estudos mostram um aumento dos niveis desse hormdnio durante a infec¢édo
malarica. Analisando 91 criancas da Indonésia acometidas por maléaria, de Mast e
colaboradores (2010) observaram que infec¢Bes assintométicas por P. vivax e P.
falciparum levam a um aumento nos niveis de hepcidina. Em 2009, o mesmo autor
observou esse efeito de aumento dos niveis do horménio, porém com dosagem feita
em urina, em criangcas anémicas da Tanzania acometidas por malaria causada pelo
P. falciparum (de Mast et al., 2009). Infec¢cdes assintométicas por P. falciparum
diminuem em 40% a absorcdo de ferro pelos enterdcitos através da hepcidina
(Cercamondi et al., 2010). Outro estudo interessante avalia o efeito da hepcidina em
camundongos infectados com Plasmodium berghei. Através da utilizacdo de
anticorpos neutralizantes de hepcidina foi descrito um aumento nas taxas de
mortalidade e parasitemia dos camundongos, entretanto uma superexpressao de
hepcidina regula o grau da infeccdo desses camundongos demonstrando um papel
protetor da hepcidina contra a malaria (Wang et al., 2011)

A maior parte dos estudos que avaliam a relacao entre hepcidina e malaria
utilizam amostras de pacientes infectados por P. falciparum. Nao foram encontrados
dados na literatura da relacdo entre a hepcidina e as recaidas de malaria por P.
vivax, porém nossa hipotese foi de que este horménio estava envolvido no
desenvolvimento da recaida da doenca. Neste trabalho,os niveis de hepcidina foram
menores nas recaidas em relagdo as infec¢des primarias. Assim, a reducdo nos
niveis de hepicidina aumentaria disponibilidade de ferro nos hepatdcitos para
desenvolvimento dos hipnozoitos, os niveis de ferro e de ferritina nas recaidas
apresentaram-se aumentados, as dosagens de hemoglobina apresentaram-se
significativamente aumentadas. Entretanto, ndo foram observadas diferencas

significativas entre a maior parte destes niveis nas infec¢cbes primarias e nas
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recaidas dos pacientes deste trabalho (significancia de 5%). O reduzido numero de
amostras, pela dificuldade de sua obtencao, pode ter sido um fator limitante nestas
analises estatisticas.

Nemeth e colaboradores (2003) demonstraram que os niveis de hepcidina
estdo bem correlacionados aos niveis de ferro, hemoglobina e ferritina, entretanto
essa correlacdo ndo foi observada neste estudo, porém é importante destacar que
0s niveis de hepcidina tanto nas infec¢cbes primarias quanto nas recaidas se
apresentam em valores acima dos valores de referéncia (Mulheres: 17-286 ng/mi;
Homens: 29-254 ng/ml).

Como néao foram encontradas diferencas significativas nos niveis de hepcidina
nos questionamos se substituicbes nas sequéncias de aminoacidos da proteinas
poderiam justificar diferencas na atividade do horménio, por isso sequenciamos
apenas sua por¢cdo madura. Mutagdes nesse gene ndo sdo comuns (Ganz, 2011),
porém algumas ja foram descritas por Santos e colaboradores (2010), Porto e
colaboradores (2005) e outros; e podem estar relacionadas ao desenvolvimento de
hemocromatose hereditaria (Hattori et al., 2011), doenca relacionada a uma
desordem na disponibilidade de ferro no organismo.

Na comparacao dos grupos de infeccdo primaria e recaida, nota-se que 0s
niveis de hemoglobina nas recaidas se apresentam maiores em relacdo as
infeccbes primarias mesmo com 0s niveis de parasitemia sendo muito semelhantes.

Em relacdo ao grupo de infec¢Bes primaria, foram encontradas algumas
associacles interessantes entre as variaveis de estudo. Uma primeira associa¢cao
positiva entre a parasitemia e o indice de reatividade contra o Antigeno de
Membrana Apical (AMA1), sugere que o desenvolvimento de resposta imunolégica
ao antigeno é dependente da carga parasitaria. Bueno e colaboradores (2010) ao
estudar células polimorfonucleares demonstra que existe um aumento de células T
reguladoras e de moléculas expressas por elas possivelmente incluindo citocinas
nas infecgcbes maléaricas e esse aumento esta associado a carga parasitaria, estudo
este utilizando a proteina recombinante PvAMA-1.

O aumento das células reguladoras e da liberacdo de citocinas bem como a
inflamacéo desencadeada pela infeccao pelo parasito podem influenciar diretamente
0 numero de leucdcitos no hospedeiro na tentativa de responder imunologicamente

ao parasito. Porém, estas situagfes aumentam o processo de ruptura dos eritrécitos
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(Anstey, 2009) e aumentam a liberagdo do horménio hepcidina como também inibem
0 processo de eritropoiese, diminuindo a formacéo e disponibilidade de hemoglobina
e levando a um quadro de anemia do paciente. Na malaria as contagens de
leucécitos sdo geralmente menores que os valores referéncia, tanto para P.
falciparum quanto P. vivax (McKensie et al., 2008). Apos o tratamento, a
regularizacdo do numero de leucocitos e a modulacédo da resposta imune refletem
na diminuicdo da liberacdo do horménio hepcidina, aumentando disponibilidade de
ferro circulante. Esses efeitos estimulam o processo de eritropoiese e,
consequentemente elevando o nivel de hemoglobina nos pacientes.

Em relacdo aos indices de reatividade de anticorpos contra 0s principais
antigenos da maldria, interessante observar que ndo houve diferenca entre 0s
indices de reatividade no grupo de infec¢des primarias comparados aos da recaida.
Isto sugere que a resposta imune contra estes antigenos pode ser influenciada por
outros fatores além simplesmente da infec¢éo primaria ou recaida. Porém os indices
de reatividade contra os antigenos estdo associados entre si dentro dos grupos, 0
gue pode indicar fatores do hospedeiro indicando uma propensdo a ser altamente
reativo a diferentes antigenos, como por exemplo, a ocorréncia de polimorfismos em
genes correlacionados a resposta imune.

No grupo das recaidas foi observado um nimero maior de associacdes do
gque no grupo de infec¢cdes primarias. A associacdo positiva entre idade e
parasitemia difere das infeccGes maléricas, que, de modo geral, apresenta uma
diminuicdo da parasitemia com a idade, de acordo com o desenvolvimento de uma
imunidade antiparasitaria. Nas recaidas o aumento da idade relacionado ao aumento
da parasitemia pode significar que esta seja uma caracteristica relacionada ao
desenvolvimento das recaidas, pacientes com o aumento da idade que néo
conseguem controlar a parasitemia por alguma caracteristica intrinseca ao paciente
tais como falha na resposta imune podem estar predispostos a terem recaidas.

O quadro clinico do paciente é avaliado dentre outros fatores, pelos sintomas
gue apresenta. Um desses sintomas, a anemia, € avaliada pelos niveis de
hemoglobina e ferro disponiveis no organismo. Foi observada uma associagao
positiva entre os niveis de hemoglobina e ferro nas recaidas. O ferro € um metal
essencial para formacdo da molécula de hemoglobina e sua disponibilidade na

corrente sanguinea pode interferir diretamente na formagdo do grupamento heme
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(Lynch, 2011). Os niveis de hemoglobina, como j& discutido, também podem ser
influenciados pela resposta inflamatdria do individuo, visto que esta desencadeia a
liberacdo de hepcidina com consequente inibicdo de eritropoiese e sequestro de
ferro nos macrofagos, o que diminuiria a producdo de hemoglobina. A associagao
negativa entre o nivel de hemoglobina e os indices de reatividade contra a Duffy
Binding Protein (DBP) pode ser multifatorial como alguns parametros nao
evidenciados na analise influenciando diretamente na resposta ao antigeno ou nos
niveis de hemoglobina como a parasitemia, niveis de citocinas inflamatorias,
hematdcrito, e indiretamente nesses resultados. Outra hipGtese seria que a reacao
imunolégica contra antigenos diminui os niveis de hemoglobina circulantes, pelo
sequestramento do ferro, o que evidencia a importancia da modulacdo da resposta
imune no desenvolvimento clinico e progndstico do paciente.

Este trabalho reforca a necessidade de novos estudos relacionados a malaria
causada pelo P. vivax e suas posteriores recaidas, que poderdo contribuir para
elucidacdo dos mecanismos de ativacdo dos hipnozoitos e posteriormente o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas que diminuirdo os indices de

transmisséo da doenca.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo foi avaliada a variabilidade genética de isolados de Plasmodium
vivax provenientes de amostras pareadas de pacientes infectados e a associacéo da
homeostase do ferro no desenvolvimento das recaidas. Uma parte dos pacientes foi
clinicamente acompanhados no Hospital Universitario Jalio Muller/MT localizado em
area onde nao ha transmissao ativa da doenca e que, ap0s cura e desaparecimento
de parasitemia sanguinea com o tratamento recomendado, apresentaram episodio
(s) de recaida(s) da malaria vivax. Devido a ocorréncia de alguns pacientes com
multiplos episédios de recaida, este estudo pode ser uma evidéncia de falha
terapéutica pela primaquina, porém estudos de dosagem plasmaticas da droga séo
necessarios para confirmacao desse dado.

Utilizando os critérios de inclusdo das amostras foi possivel excluir a
possibilidade de que as recorréncias tém como sua origem a recrudescéncia ou uma
nova infeccdo, fatores que poderiam interferir nas analises de recaidas e
dificultariam a interpretacdo dos dados.

Utilizando a técnica de eletroforese capilar e um painel de 10 diferentes
marcadores moleculares foi possivel identificar infeccbes multiplas em episddios
sintométicos e diferenciar, nas infeccbes mudltiplas, os alelos provenientes de
parasitos distintos pelo tamanho dos fragmentos e pela intensidade de fluorescéncia
gerados pela leitura do sequenciador automatico.

Este trabalho foi pioneiro em identificar multiplas infec¢cdes nos episddios de
recaida, e o alelo da infeccéo primaria geralmente estava presente nos episédios de
recaida, na maioria das vezes ndo como alelo predominante.

A ativacdo de hipnozoitos € principalmente heterdloga, mas os haplétipos sdo
altamente relacionados devido a limitada disponibilidade de alelos, sendo gerados
provavelmente por recombinacdo entre os alelos. Tanto nas analises que utilizam
somente o alelo predominante quanto nas analises que utilizam todos os alelos
identificados, os parasitos das recaidas possuem, em sua maioria, alelos com
tamanhos idénticos em relacdo aos parasitos da infeccado primaria e que infec¢des
multiplas sdo muito comuns, como relatado por outros autores (Havryliuk et al,

2009). Com apenas 5 marcadores moleculares utilizados neste estudo, consegue-se
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identificar todas as infec¢Bes multiplas nas infec¢des, sendo que com 2 marcadores
ja consegue-se identificar cerca de 90% das infec¢bes multiplas.

Nos pacientes que apresentaram mais de um episédio de recaida foi possivel
observar uma flutuacdo no nivel dos clones parasitarios circulantes. Para confirmar
essa hipotese, coletas venosas em dias consecutivos dos pacientes infectados
seriam necessarias para verificar se os niveis de clones circulantes variam de
acordo com o ciclo biologico de cada clone.

Através da técnica de clonagem e posterior genotipagem foi possivel
identificar infecgcBes com até 4 parasitos distintos. Outro ponto importante é que foi
possivel verificar que a deteccdo de alelos raros baseada na propor¢cdo dos niveis
de fluorescéncia em relacédo aos alelos predominantes devido a grande variacdo na
fluorescéncia maxima dos picos. Assim, estas estratégias estdo subestimando as
infecgbes multiplas que puderam ser confirmadas na clonagem dos fragmentos.
Entretanto, a alta taxa de infecgcbes multiplas e a alta diversidade haplotipica
dificultam a identificagcdo de um marcador especifico das recaidas e o entendimento
dos mecanismos de ativacdo dos hipnozoitos. A realizacdo de biopsias hepaticas
seria uma das estratégias para esclarecer estes mecanismos, porém, tal técnica se
torna invidvel em humanos infectados devido a questfes éticas e de salde e 0s
modelos animais também ndo sédo de facil utilizacdo. Outra possibilidade seria o
desenvolvimento de um modelo in vitro para estudo de hipnozoitos em cultivo de
células hepéticas onde seria possivel identificar os fatores responsaveis pelo
direcionamento de laténcia.

A presenca de infeccbes mudltiplas tanto nas infec¢des primarias quanto nas
recaidas sugere que mecanismos do hospedeiro estejam envolvidos no processo de
ativacdo dos hipnozoitos, como, por exemplo, a disponibilidade de ferro no
organismo. Essa hipotese da influéncia do ferro como um mecanismo de ativacao de
hipnozoitos foi testada neste trabalho, a partir de dosagens bioquimicas e
sorologicas de moléculas envolvidas no processo de homeostasia do ferro,
particularmente de uma de suas principais reguladoras, a hepcidina. Nao foram
observadas diferencas significativas entre o0s parametros bioquimicos,
hematolégicos e sorologicos quando comparados os grupos de infeccbes primarias
e recaidas. Para avaliar se o desenvolvimento de recaidas estaria relacionado a

estrutura e composicdo da hepcidina o gene hamp codificador dessa proteina foi
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sequenciado. Para essa andlise também foram utilizadas amostras de areas
endémicas de pacientes ativamente acompanhados e que apresentaram ou nhao
episodios de recaida para busca de polimorfismos no gene codificador da hepcidina
gue pudessem estar relacionados a recaida. Entretanto o gene se apresentou muito
conservado, 0 que nao exclui a hepcidina de ter um papel no desenvolvimento das
recaidas, porém esses dados sugerem a participacdo e influéncia de outras
moléculas no processo de ativacao dos hipnozoitos.

Os resultados apresentados sado de grande relevancia para o entendimento
da biologia do parasito que envolve fatores imprescindiveis para 0 mapeamento de
determinantes que contribuem com importantes fenotipos do parasito, tais como o

padréao de recaidas, resisténcia as drogas e variabilidade antigénica.
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7.1 ANEXO 1- Carta de Aprovagéo n.° 08/2010 - CEP/CPQRR

Ministério da Saude

FIOCRUZ \

Fundacao Oswaldo Cruz
Centro de Pesquisa René Rachou

Comité de Etica

CARTA DE APROVAGAO N° 08/2010 — CEP / CPgRR

Protocolo CEP - CPqRR n°: 05/2010

Projeto de Pesquisa: ‘Estudo da estrutura das populagGes de Plasmodium vivax circulantes em areas
endémicas do Brasil". GlIl. (Sub-projeto relativo ao Protocolo CEP - CPqRR N° 05/2006).

Pesquisador Responsavel: Cristiane F. Alves de Brito
Instituicao Realizadora: Centro de Pesquisa René Rachou
CAAE: 0009.0.245.000-10

Ao se proceder & andlise o protocolo em questdo, constatou-se que o estudo atende aos aspectos
fundamentais da Resolugdo CNS 196/96, sobre Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisa
envolvendo Seres Humanos.

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisas envolvendo Seres Humanos do Centro de Pesquisa
René Rachou / FIOCRUZ, de acordo com as atribuigdes da Resolugao 196/96 CNS / CONEP, manifesta-se
pela homologagao do projeto de pesquisa proposto.

Situagdo: PROJETO APROVADO.

Firma-se diante deste documento a necessidade de serem apresentados os relatérios:
- Parcial 01: Abril 2011;

- Parcial 02: Abril 2012;

- Final: Abril 2013.

Bem como a notificagdo de eventos adversos, de emendas ou modificagdes no protocolo para
apreciagao do CEP.

Belo Horizonte, 29 de Margo de 2010.

} NS

CASSY

Jodo Carlos Pinto Dias
Coordenador do CEPSH-CPqRR
| Dr. Jade Carlos Prtto Dias

; COORDENADOR
COMITE DE ETICA

Av. Augusto de Lima, 1715 Barro Preto 30190-002, Belo Horizonte — MG - Brasil
Tel.: 55 0xx31 3295 3566 (ramal 181) Fax: 55 0xx31 3295 3115 http://www.cpqrr.fiocruz.br
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Abstract

Background: Plasmodium vivax infection is characterized by a dormant hepatic stage, the hypnozoite that is activated at
varying periods of time after clearance of the primary acute blood-stage, resulting in relapse. Differentiation between
treatment failure and new infections requires characterization of initial infections, relapses, and clone multiplicity in vivax
malaria infections.

Methodology/Principal Findings: Parasite DNA obtained from primary/relapse paired blood samples of 30 patients with P.
vivax infection in Brazil was analyzed using 10 molecular markers (8 microsatellites and MSP-1 blocks 2 and 10). Cloning of
PCR products and genotyping was used to identify low-frequency clones of parasites. We demonstrated a high frequency of
multiple-clone infections in both primary and relapse infections. Few alleles were identified per locus, but the combination
of these alleles produced many haplotypes. Consequently, the majority of parasites involved in relapse showed haplotypes
that were distinct from those of primary infections. Plasmodium vivax relapse was characterized by temporal variations in
the predominant parasite clones.

Conclusions/Significance: The high rate of low frequency alleles observed in both primary and relapse infections, along
with temporal variation in the predominant alleles, might be the source of reported heterologous hypnozoite activation.
Our findings complicate the concept of heterologous activation, suggesting the involvement of undetermined mechanisms
based on host or environmental factors in the simultaneous activation of multiple clones of hypnozoites.
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Introduction

Malaria is a blood disease caused by protozoan parasites. The
source of human infection is mainly Plasmodium faleiparum and
Plasmodium vivax [1]. Approximately 225 million malaria cases and
780 000 deaths occurred in 2009, and 40% of the world
population lives at risk of infection [2,3]. Plasmodium vivax is the
most widespread human malaria parasite and is the main source of
malaria morbidity outside Alfrica [4]. In Brazil, roughly 350 000
cases of the disease are registered each year, 99% of which are in
the Amazon region, and mainly P. vivax infections [5].

Plasmodium vivax is characterized by persistence of dormant
parasite forms, the hypnozoites, in the liver for varying periods of
tme after clearance of the primary acute blood-stage. In general,
while parasites from tropical zones, such as the Chesson strain,
exhibit a short latent period before frequent episodes of relapse;
parasites from temperate zones, such as the St Elizabeth strain,
show a long latent period succeeded by few relapses [6]. In some
areas, for example India, a mixed relapse pattern has been
described [7]. These findings suggest regulation of relapse pattern,
perhaps based on genetic programming of the parasites. Although

PLOS ONE | www.plosone.org

the mechanisms that control relapses and determine their
periodicity are largely unknown, many factors seem to contribute
to both the timing and number of relapses. Previous studies have
demonstrated that the number of sporozoites inoculated by the
anopheline mosquito is a relevant factor [8,9]. Other factors
suggested in hypnozoite activation are (i) a previous . falciparum
infection [10]; (ii) the influence of vectors
bites and anopheline species involved in these bites [6,11]; (iii)
systemic P. zivax febrile illness [12]; (iv) host immune response
[15,14]; (v) drug treatments [15,16]; and (vi) regional variations,
e.g. disease seasonality, latitude, altitude [17-19].

Elucidation of the source of recurrent infections is a challenge,
since they can result from the asexual blood-stage re-emerging
after treatment (recrudescence), from new infections, or [rom
relapses caused by hypnozoite activation. In endemic locations, the
probability of relapse varies from 20 to 80% [20]; with a current
average of around 30% in tropical areas [6,21,22]. Thus, relapses
have important implications for the control of P. zivax and also for
the evaluation of drug treatment efficacy [23].

occurrence of mosquito
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The molecular characterization of parasites of primary and
recurrent infections is a crucial tool for adequately defining the
epidemiology of relapse. Molecular markers have been used to
genotype paired parasite DNA samples from primary episodes and
relapses, and these have shown genetically similar or homologous
parasites [24-26]. More recently, a predominance of heterologous
parasites (parasites genetically different) has been demonstrated in
relapses [21,27-29]. The latter studies were based on microsat-
ellite analyses, which are highly polymorphic and, in general, are
not under selective pressure.

The genotyping of microsatellites has revealed a high frequency
of multiple-clone P. vizax, i.e. individuals harboring more than one
genetically distinct parasite, in areas with different levels of
transmission  [30-32]. Thereflore, relapses may originate from
activation of parasite clones identical to those of the primary
infections (homologous parasites) or genetically distinct clones
(heterologous parasites), making the task of identification of the
relapse source difficult. In this study, we hypothesized that the
multiple-clone infections usually described for P. mizax infections
should also be frequent in relapses. To determine if this is true we
carried out analysis of the genetic diversity of parasite DNA
samples obtained from paired primary/relapse blood samples of P.
vivax-infected patients who received antimalarial treatment (chlo-
roquine plus primaquine) and were not subsequently exposed to P.
vivax re-infection (to exclude novel infections).

Materials and Methods

Study Samples and Area

Parasite DNA samples were selected from a cryopreserved bank
and kept at the Laboratory of Malaria at the Centro de Pesquisas
Rene Rachou - Fiocruz, Belo Horizonte, MG. The following
criteria were used to select 30 patients for primary/relapse paired
DNA sampling: (i) an interval between the first acute episode and
recurrence of 30 days to 12 months; (ii) £. vivax patients who were
not re-exposed to malaria transmission during the interval between
infection episodes; (iii) pregnant women were excluded; (iv)
absence of other Plasmodium infection; and (v) a minimum age of
14 years. Thirty P. vwax-infected patients were selected (from 14
63 vears, average age 37 years) whose malaria diagnosis and
treatment were conducted at the Hospital Universitario Julio
Muller, UFMT, Cuiabd, MT, in the years 2001 to 2009 (Table
S1). All patients were treated according to contemporary therapy
guidelines of the Ministry of Health of Brazil (MS/SVS) with
chloroquine (25 mg/kg/day for 3 days) and primaquine (0.5 mg/
kg/day for 7 days) [33]. The patients provided written consent to
store and analyze their blood samples in accordance with
guidelines for human research as specified by the Brazilian
National Council of Health (Resolution 196/96). This study was
approved by the ethical committee of the Centro de Pesquisas
René Rachou (Focruz): protocol numbers 05/2006 and 05/2010.
Written consent was obtained from parents or guardians on the
behalf of the minors participating in the study, as approved by the
institutional ethics committee. Primary infection was defined by
microscopic diagnosis of P. zivax at first admission of the individual
to the hospital. Seven of the 30 patients reported it as their first
malaria infection of life. Since the hospital is located in a non-
endemic area for malaria, the locations of infection acquisition
were widely dispersed in the Amazon area, at an average distance
of 1,205 km from the hospital. The interval between relapse and
primary infection or last acute malaria episode (for 2™ and 3™
relapses) ranged from 31 to 185 days and was mainly concentrated
in a period of one to three months (average 2.3 months)
(Figure S1).
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DNA Extraction and PCR Amplification

DNA was extracted from whole blood samples using a genomic
DNA purification kit (Puregene®, Gentra Systems, Minneapolis,
MN, USA) or from filter paper using the QIAamp DNA Blood
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to the manufac-
turer’s protocols. Eight loci of microsatellites (MSO1, MS02,
MS04, MS05, MS06, MS07, MS08, and MS11) and two loci of
MSP1 (block 2 and 10) were amplified using specific primers and
conditions described by Rezende et al. [34] and Koepfli et al.
[35]. The 8 microsatellites selected for this study were highly
polymorphic and composed of di-, tri- and tetranucleotide repeat
units [34]. All markers are specific to P. vivax genome. Polymerase
Chain Reactions (PCR) were performed using a gradient
thermocycler (Eppendorf;, Hamburg, Germany). The melting
temperatures and magnesium concentration ranged from 50 to
60°C and from 0.75 to 1.50 mM, respectively [34]. A reaction
volume of 20 pl containing 20 pmol of each primer (forward and
reverse), 0.125 mM of dNTP, 1 x buffer, and 1 U platinum Taq
DNA polymerase (Invitrogen, Life Technologies Corporation,
Carlsbad, CA, USA) was used. The cycling parameters were set to:
1 cycle at 94°C for 2 min, 40 cycles of 94°C for 30s, 50-60°C for
20s, and 72°C for 30s; and a final cycle at 72°C for 2 min. To
assess the amplification, products were visualized in agarose gels
stamed with ethidium bromide (0.5 pg/ml).

Microsatellites and MSP1 Genotyping

Amplified PCR products using the forward primers labeled with
fluorescein  were separated and differentiated using capillary
electrophoresis in the automatic DNA sequencer MegaBACE
(Amersham Biosciences, GFE Life Sciences, Buckinghamshire,
England). Their lengths and relative abundance (peak heights in
electropherogram) were determined using MegaBACE Fragment
Profiler, version 1.2, software, by reference to internal size
standards (MegaBACE ET550-R). We measured allele frequencies
using the predominant allele at each locus per sample; non-
predominant alleles were recorded and used to estimate mult-
plicity of infection, since all markers are single-copy loci, and
blood-stage malaria parasites are haploid. The highest peak in the
electropherogram was defined as the predominant allele, and
other peaks that reached the minimum level for detection were
defined as rare or low-frequent alleles in a multiple-clone infection.
The detectable cut-off’ value for peak height was set to 150
arbitrary fluorescence units (rFU).

PCR Products Cloning

To determine the presence of low-frequency alleles in multiple
infections, 32 PCR products from amplification of four primary/
relapse paired DNA samples [rom infected patients were selected
for cloning using two arbitrarily chosen markers. From those
samples, the PCR products were cloned onto a pGEM-T Vector
(Promega, Madison, USA), according to the manufacturer’s
protocol. Recombinant vectors were used to transform Escherichia
coli Topl0 strain using thermal shock [36], and the cells were
plated in LB agar supplemented with ampicillin (50 pg/ml). Up to
26 colonies (mean 10) ol each cloned product were selected for
mini-prep plasmid extraction using the Wizard® Pls SV
Minipreps DNA Purification System (Promega). The obtained
DNA was measured in a NanoDrop spectrophotometer (Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA) and used for parasite genotyping
using the same two molecular markers. To check for multiple
infections and possible slippage of the polymerase during
amplification of the microsatellite, the size of the amplicons
obtained from recombinant plasmids containing the cloned PCR
products was compared with those from the original amplicons.
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Figure 1. Genotyping of P. vivax primary/relapse paired parasites from 30 patients using 10 molecular markers. (A) Haplotype derived
from predominant allele of each marker. Totally homologous - parasites showing all markers with the same allele; Homologous or Related - parasites
with 8 to 9 markers with the same allele; Heterologous — parasites showing less than 8 markers with the same allele (according to Orjuela-Sanchez
et al. [21]). In patients with more than one relapse episodes, relapse parasites were compared with the previous acute malaria episode. (B) Percent of
acute malaria episodes showing different amounts of markers with the same alleles, taking into account only the predominant allele from each
marker (left) or all alleles, predominant and rare from each marker (right).

doi:10.1371/journal.pone.0049871.g001

Statistical Analysis Genetic diversity of primary and relapse parasites was compared
We calculated the gene diversity (expected heterozygosity, Hy), using analysis of molecular variance - AMOVA [38].

defined as the probability that a pair of alleles randomly obtained

from the population differ, using Arlequin 3.0 sofiware [37].
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(R1), second relapse (R2), and third relapse (R3) from four P. vivax-infected patients genotyped using 10 molecular markers. Alleles are represented by
different forms for each marker (indicated on the right side) and delimited by dotted lines. MS — microsatellite numbered according to Rezende et al.
[36], MSP1bI2 and MSP1bl10- merozoite surface antigen 1 blocks 2 and 10, respectively. Haplotypes are indicated at the top of the Figure. (B)
Frequencies of markers showing the same or distinct alleles at different times of blood collection for these four patients.
doi:10.1371/journal.pone.0049871.g002
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Results

Of the 30 patients studied, 26 had a single recurrence of
parasitemia and 4 had two or more recurrent infections, for a total
of 35 recurrences over the follow up period (Figure S1). Plasmodium
vivax DNA from 65 acute infections showed high haplotype
variability, with 55 haplotypes identified using a panel of 10
markers (haplotype diversity =0.9957£0.0037) (Table S2). The
expected heterozygosity varied from 0.48 to 0.96 among the loci
(average (.77%0.13).

Considering the predominant allele in the haplotypes, analysis
of primary/relapse paired DNA samples showed the highest
proportion of parasites with heterologous haplotypes (46%), i.e.
different alleles in relapse compared to primary mfection were

PLOS ONE | www.plosone.org

Table 1. Allele frequencies (%) and genetic variability of each molecular marker from Plasmodium vivax isolates.
Percentage of episodes (%)

Alleles MS1 ms2 mMsa MS5 MSé Ms7 mss MS11 MSP1bl2 MSP1bI10

1 n 1 n 5 5 3 2 2 1 17

2 9 5 6 28 3 34 3 2 12 5

3 71 3 20 1 9 25 28 3 23 9

4 3 1 1 6 58 5 31 3 8 14

5 6 54 8 31 3 17 16 2 29 15

6 5 1 8 1 12 5 3 8 1

7 8 5 2 1 3 16 8 18 14

8 [ 1 5 6 1 3 3

9 15 17 2 1 2 1

10 1 12 3 3 2 15

1 5 5 2 3

12 12 3 1 1

13 2

14 6

15 2

16 2

17 3

18 2

19 3

20 3

21 5

22 2

23 3

24 3

25 3

26 3

27 2

28 8

29 3

30 2

31 3

Total 5 10 12 10 12 8 7 31 7 12

He 0482 0.681 0.888 0.808 0.647 0.789 0.783 0.969 0.813 0.886

MS: microsatellites [36]; MSP1bl2 and MSP1bl10: merozoite surface protein 1 block 2 and 10; He: Expected heterozygosity; Total: number of distinct alleles for each

marker. Alleles were numbered from smallest to the highest, each marker showed distinct sizes for the alleles, please see Supplementary Table S2 for the sizes of each

;I;ei:lfﬁ 371/journal.pone.0049871.1001

harbored in more than 2 of 10 markers (Fig. 1A), as previously
reported by Orjuela-Sanchez et al. [21]. No parasite showed an
entirely different haplotype in primary and relapse episodes. Fifty-
four percent of the relapse parasites carried haplotypes related to
or totally homologous to the primary infection. Expected
heterozygosity was not significantly different in parasites of
primary infections from those of relapse episodes (primary:
Hy=0.779+0.129; first relapse: Hp=0.798%0.115; second re-
lapse: Hi=0.81020.197; AMOVA test p=0.7116).

Few predominant alleles were detected by each marker, in
general ranging [rom 5 to 12; one marker (MS11) identified 31
alleles (Table 1 and Table 52). The number of all alleles
(predominant and rare) detected in the primary and relapse
episodes was low. The average number of alleles was 9.2£2.3 and
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A Primary Relapse
Cloning  Before After

MSP1bI10 ‘ . ‘ . .
Patient 11

w @ @ @

wwo B D@ B
Patient 12

v [l [l a® ‘[l eam

MSP1bl10 . . .
Patient 14 ‘.

we @ Q@Be @

w @ @ue M
Patient 15 -.

wr o A Ha A
B

Patient 11 Patient 12 Patient 14 Patient 15

Percentage of clones

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0
MSP1bI10  MSO7 MSP1bl10 MSO7 MSP1bl10 MSP1bl2 MS02  MSO07

Molecular marker

Figure 3. Genotypic profile before and after PCR cloning. PCR products from primary infection samples amplified using two randomly chosen
molecular markers of four patients were cloned, and up to 26 colonies (mean of 11 colonies) were genotyped. (A) Each form represents an allele, size
indicates predominant (larger) or rare alleles (smaller); color represents alleles of a distinct marker: MSP1bl10- red; MS07- blue; MSP1bl2- green;
MS02- purple. The presence of two or more forms characterizes a multiple-clone infection. Before cloning the predominant allele was identified as
the heighest peak in genotyping and the rare allele as the peak with one-third of the predominant peak height. After cloning the frequencies were
inferred by the number of bacteria clones. The only relapse sample also cloned is indicated by an asterisk. (B) Frequency of each allele in primary
infections after cloning measured by the percent of bacterial colonies genotyped with each allele (represented by different colors).
doi:10.1371/journal.pone.0049871.g003

10.8+2.7 for the predominant and all alleles, respectively, without observed in the majority of markers. For all alleles (predominant
including MSI1 data, and 11.4+7.3 and 13.4%8.7 with MS11 and rare), this frequency increased from 40 to 77% (Fig. 1B). This
data. A high frequency of predominant alleles of the same size was finding reflects variation in how well the technique could detect
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Figure 4. Detection of multiple-clone P. vivaxinfections using a panel of 10 markers. (A) Number and percent of malaria episodes showing
multiple-clone infections detected by different numbers of markers. (B) Minimum number of markers able to detect all multiple clone infections was
five: MSO1 (77%), MSO 1+ MS07 (92%), MSO1+ MSO7+ MSPBI2 (97%), MS01+ MSO7+ MSPBI2+ MS11 (98%), MS0 1+ MS07+ MSPBI2+ MS11+ MS08 (100%).

doi:10.1371/journal.pone.0049871.g004

low frequency alleles among the 10 markers used and suggested a
significant temporal variability in predominant and rare alleles
during the course of infection. In four patients with multiple
recurrent infections, it was possible to confirm this temporal
variation in predominant alleles (Fig. 2A). In these patients, each
marker identified between two and 6 predominant alleles. Usually,
those markers identified the same predominant allele in all
consecutive samples from each patient in multple malaria
episodes (25 of 40, 65%) (Fig. 2B). Nine of the 15 remaining
alleles were identical during relapses, but distinct from the primary
infection. The combination of these alleles resulted in 10
haplotypes (H1 to H10). Only one patient harbored the same
haplotype in all episodes (Patient 17; Fig. 2).

To clarify whether the detection of distinct alleles in relapses
was due to their presence, although at low levels, in the preceding
acute episodes, PCR products of two randomly selected markers
from the primary infection of four patients were cloned, and up to
26 bacterial colonies (mean 11) were genotyped per product
(Fig. 3). The majority of cloned samples were found to include
more than one allele, representing a multiple-clone infection in
both initial and recurrent infections. Up to 4 distinct alleles per
marker were identified in a single patient (Fig. 3A). The frequency
of colonies with the same allele ranged from 8 to 100% (Fig. 3B).

PLOS ONE | www.plosone.org

These data strongly support the hypothesis that those distinct
alleles detected in the recurrent infections correspond to unde-
tected low frequency clones present in the primary infection.

To further assess whether rare alleles were not identified in the
primary infection because of low levels of fluorescence, we re-
analyzed the original electropherogram peaks. Predominant peaks
could have different heights, while the rare ones may have been of
similar height (Figure S2). As an example of genotyping, in one
patient the higher peak corresponding to the predominant allele
had 455 rFU, and the rare allele had 153 rFU; that is, around
33% the predominant peak height. Genotyping the same marker
for a second patient showed a higher peak of 4665 rFU and a
lower peak with similar intensity of fluorescence as before
(188 rTU); that is 4% of the predominant peak height. Reinforcing
these data, the presence of rare alleles was further confirmed by
cloning (data not shown). Thus, by properly adjusting the cut-off
(=150 rFU), the molecular markers detected a high frequency of
multiple-clone infections. In 59 of 65 samples (91 %) multiplicity of
infection was detected by at least one marker (Fig. 4A). Based on a
minimum of two markers, the percent of multiple infectons
detected decreased to 77%, and, with a minimum of three
markers, it was 52% (Fig. 4A). We also observed a wide variation
among the molecular markers in their ability to identify multiple

November 2012 | Volume 7 | Issue 11 | e49871

100



100 -

90 m Primary

mRelapse
70

60
50 -
40 -
30
20 -

Percentage of multple-clone
infections (%)

2150 rFU 2 25% z 33%

Cut-off criteria

Figure 5. Percent of multiple-clone infections using different
cut-off criteria. The detection of rare alleles in the genotyping was
based on three cut-off criteria: =150 rFU (here); peaks with more than
one quarter [46]; or with more than one third of the predominant peak
height [47].

doi:10.1371/journal.pone.0049871.g005

infections, with two microsatellite markers (MS01 and MS07)
accounting for most of the detection (Fig. 4B). Although five
markers were able to detect all multiple-clone infections, the results
suggested that few markers could be used to detect the majority of
multiple-clone infections.

Discussion

The activation of heterologous hypnozoites seems to be the most
common cause of malaria recurrences [27,29,31,39]. The results
presented here reinforce previous studies, showing that the
majority of relapse episodes were caused by a parasite population
distinet from the primary infection. The novel finding of our study
was the identfication of high multiplicity not only in primary
infections but also in relapses. These [indings add complexity to
the concept of heterologous activation, since they suggest that the
allele present in relapses might also be present in the primary
infection as a rare allele. Furthermore, the predominant parasite in
the primary infection might not be predominant in the relapse,
which shows that the frequency of circulating parasite clones alters
considerably in P. wivax recurrences. Consequently, activation in
relapse might be from homologous or heterologous hypnozoites or
both (Table 1). Koeplli et al. [40] similarly reported temporal
variation in the predominant allele during the course of P. vivax
primary infection. In a study of P. vivax patents in the Peruvian
Amazon, Van Den Eede et al. [39] reinforced this hypothesis of
high turnover of parasite genotypes in recurrences. These findings
point to the need for further studies to analyze multiple-clone
infecion during P. viax recurrence, specifically with respect to
primaquine resistance.

Numerous studies have addressed the mechanisms of hypno-
zoite activation. Recently, data from a study of infants in Thailand
demonstrated that the first P. zivax relapse in life is usually caused
by genetically homologous parasites. The authors suggest that this
reflects the lack of previously acquired hypnozoites to be activated
[41]. Accordingly, in the present study, five of seven patents
showing a [irst malaria episode of their life exhibited a single-clone
infection, with homologous parasites in recurrences. Notwith-
standing, it is important to consider that malaria infection can be
induced by the inoculation of more than one clone of sporozoites
(multiple-clone infection) and, as hypothesized here, more than
one clone of hypnozoites can remain dormant untl some are

PLOS ONE | www.plosone.org
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activated. Consequently, it is not possible to determine if the
heterologous hypnozoites are the first activated, which would
explain their prevalence in relapses, or if the prevalence is related
to the number of heterologous/homologous dormant clones that
could be activated [27]. Since, in the current study, most of the
inidal infections did not correspond to the first sporozoite
inoculation of life, previous infections could also be a source of
heterologous hypnozoites.

Our aim was to improve sensitivity of detecting multiple-clone
infections, The approach used to identify rare alleles was based on
analysis of the electropherogram using a low cut-ofl' level
(=150 rI'U). By cloning PCR products, it was possible to confirm
the specificity of this strategy and identify high levels of multiple-
clone infections. By using a more common criterion to detect rare
peaks, based on quantification of peak heights [42,43], multiple-
clone infection was confirmed in our primary/relapse samples
(Fig. 5). However, this criterion has limitations, depending on the
height of the predominant peak. Moreover, as multiplicity of
infection has been demonstrated for different P. zivax populations
[31,32,44-47], we believe that it is a common phenomenon of
relapse parasites, that is not yet identified due to the low sensitivity of
previous protocols. In order to reduce the artifact in genotyping, we
used several strategies: repeat genotyping using different PCR
products from the same patient to avoid dropout; confirming rare
alleles using cloning before genotyping to detect null or silent alleles;
and reduced stutter peaks (peaks closer to, or attached to, the main
peak result from DNA slippage during PCR) in PCR standardiza-
ton or discarding them from the analysis. In conclusion, our
approach is useful to detect rare clones, but should be used with
caution to avoid an overestimation of multiple-clone infections.

Our results showed high haplotype variability and multiplicity
of clones in parasites from relapsed patients. These findings
complicate the concept of heterologous activation, suggesting the
involvement of undetermined mechanisms based on host or
environmental factors in the simultaneous activation of multiple
clones of hypnozoites. This study provided new insights into
molecular biology of malaria relapse that must to be considered in
control strategies for the disease.

Supporting Information

Figure S1 Interval between primary infection and
relapse infections. Time interval in months between primary
and relapse per individual (A) and frequency of episodes at
differing intervals (B). Repeated individual number represents a
second relapse episode (red bar) and a third relapse episode (green
bar) in the same patient. Interval of second and third relapses was
measured in relation to previous acute malaria episode. Primary
infections corresponding to the first malaria infection of the
individual’s life are denoted by an asterisk (above the bars).
(TIFE)

Figure S2 Genotyping of two DNA samples with distinct
profiles for the same marker (MSP1B102). (A) Multple
infection detected in which the minor peak showed around 33% of
the fluorescence level (rFu) of the predominant peak (blue peaks).
(B) Multiple infection detected in which the lower peak (rare allele)
showed 4% of fluorescence level of the predominant peak.
Fragment sizes are represented on the x axis of the graph. Red
peaks represents the molecular marker used (MegaBACE™
ET550-R).

(1)
Table S1 Description of patient characteristics.

DOCX)
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Table 82 Characteristics of predominant alleles from
genotyping of 10 molecular markers of Plasmodium
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Table S1:Description of patient’s characteristics

Data blood Parasitemia
Patient Malaria collection (infected
number episode (Day/month/year) RBC/ul) Age Contagion localities
1 Primary 12/03/2007 2412 31 Itaituba/AM
Relapse 22/07/2007 686
2 Primary 06/04/2006 3635 64 Espigdo D'Oeste/RO
Relapse 11/09/2006 5180
3 Primary 04/07/2005 684 16 Sao Jodo Del Rey/MT
Relapse 08/08/2005 425
4* Primary 13/10/2005 49 54 Rio Branco/AC
Relapse 22/12/2005 415
5 Primary 23/06/2009 750 47 Ariquemes/RO
Relapse 15/08/2009 750
6 Primary 22/02/2007 3158 25 Humaita/AM
Relapse 11/04/2007 1343
7 Primary 02/08/2006 5836 23 Ariquemes/RO
Relapse 05/09/2006 519
Relapse 08/11/2006 NA
29 Santo Antonio do
8" Primary 16/02/2007 2145 Leverger/MT
Relapse 21/03/2007 1786
9 Primary 19/02/2005 895 31 Manicoré/AM
Relapse 28/03/2005 200
Relapse 25/05/2005 1460
10 Primary 18/03/2005 1630 37 Novo Progresso/PA
Relapse 08/07/2005 719
11 Primary 21/12/2006 1618 33 British guyana
Relapse 23/02/2007 2910
12 Primary 03/10/2006 418 14 Pontes e Lacerda/MT
Relapse 12/12/2006 32
13 Primary 06/07/2005 2418 48 Machadinho D'Oeste/RO
Relapse 30/09/2005 1256
14 Primary 21/07/2005 NA 36 Porto Velho/RO
Relapse 28/09/2005 1344
15* Primary 05/09/2006 3087 41 Colniza/MT
Relapse 11/12/2006 8238
16 Primary 12/09/2005 2610 61 Machadinho D'Oeste/RO
Relapse 19/10/2005 620
Relapse 03/02/2006 2260
Relapse 30/03/2006 NA
17 Primary 09/09/2004 68 48 Feliz Natal/MT
Relapse 11/10/2004 2004
Relapse 20/11/2004 1260
18 Primary 06/06/2005 NA 42 Ariquemes/RO
Relapse 11/08/2005 1918
19 Primary 13/10/2005 5535 19 Rio Branco/AC
Relapse 14/11/2005 2631
20 Primary 25/10/2004 815 46 Alto Paraiso/RO
Relapse 04/01/2005 2810
21* Primary 14/11/2005 868 25 Juruena/MT
Relapse 29/12/2005 938
22* Primary 17/11/2004 1260 24 Novo Progresso/PA
Relapse 14/01/2005 1680
23 Primary 22/06/2005 2714 36 Machadinho D'Oeste/RO
Relapse 13/09/2005 NA
24 Primary 26/02/2008 2415 42 Cruzeiro do Sul/AC
Relapse 14/05/2008 1318
258 Primary 26/07/2005 593 63 Humaita/AM
Relapse 27/01/2006 2680
26 Primary 31/07/2001 1142 25 Porte Velho/RO
Relapse 21/10/2001 5740
27* Primary 24/01/2005 675 63 Colniza/MT
Relapse 09/03/2005 15
28 Primary 04/07/2005 555 37 Rio Machado/RO
Relapse 03/10/2005 5106
29 Primary 24/03/2008 1223 36 Varzea Grande/MT
Relapse 20/05/2008 468
30 Primary 14/01/2008 1698 42 Novo Progresso/PA
Relapse 14/02/2008 3610

* Primoinfected patients (first sporozoite inoculation)
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