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Resumo

A diversidade genética da proteina circunsporozoita (CSP) tem sido por varios anos
abordada em estudos de epidemiologia molecular, favorecendo o entendimento acerca
da transmissdo, dindmica e relacdo evolucionaria das variantes CSP (VK210, VK247 e
P. vivax-like). Entretanto, poucos trabalhos correlacionam esse polimorfismo da CSP
com a fisiopatologia da malaria vivax. No presente estudo, avaliou-se o perfil
hematologico, bioquimico e imunoldgico de individuos com infec¢des simples de
VK210 e VK247 e a diferenca entre carga parasitdria entre os dois genotipos. As
concentragdes séricas de TNF-a, IFN-y e IL-10 ndo apresentaram diferencas entre os
gendtipos. Os resultados revelaram que o gendtipo VK247 induz a maior frequéncia de
alteragcdes em parametros laboratoriais tais como leucopenia e neutropenia, niveis
elevados de bilirrubina e a maior carga parasitaria. Por outro lado, foi verificada maior
frequéncia de HDL-C baixo em infec¢des pelo genotipo VK210, o que sugere que a
variante VK247 utilize outras vias metabolicas e consequentemente ndo afete os niveis
de HDL proporcionalmente a parasitemia observada. Alteragdes hematologicas,
bioquimicas e da carga parasitaria, podem estar relacionadas com o gen6tipo da CSP na
malaria vivax. Alteragdes imunoldgicas podem estar relacionadas ao passado malarico
do paciente. Considerando-se que o processo doenca ¢ resultado da interagdo de fatores
inerentes ao parasito e ao hospedeiro, a variabilidade genética de ambos deve ser

considerada.

Palavras-chave: Proteina circumsporozoita, Plasmodium vivax, parametros

laboratoriais.



1. Introduciao

A maldria permanece como um grave problema de satde publica mundial,
principalmente em meio as populagdes menos favorecidas residentes em torno da zona
equatorial, onde as condi¢des de clima e vegetagdo contribuem para a manutengdo do
ciclo de transmissdo do parasita da malaria (Kar et al., 2014). Essa nosologia
caracterizada pela triade calafrios, febre e sudorese ¢ uma das principais causas de
morbi-mortalidade em muitos paises tropicais e subtropicais do mundo (Jain et al.,
2010).

Dentre as cinco espécies que podem causar maldria em humanos, o Plasmodium
vivax ¢ a espécie mais distribuida geograficamente no mundo (WHO, 2014). No Brasil,
de 137.976 casos registrados em 2014, 83,66% sdo por P. vivax (Ministério da Satde,
2014). Apesar disso por muitos anos o P. vivax tem sido negligenciado, devido ser
considerado um parasito benigno e o Plasmodium falciparum estar classicamente
relacionado a maléria grave (Price et al., 2007). Contudo, relatos relativamente recentes
demonstram a associagdo do P. vivax com complicagdes clinicas e até casos fatais
(Barcus et al., 2007; Genton et al., 2008; Tjitra et al., 2008; Andrade et al., 2010), além
de cepas resistentes a drogas antimaléricas (Kain et al., 1993; Machado et al., 2003),
sendo estes achados motivo de preocupagdo para a saude publica.

Os esporozoitos de Plasmodium vivax sdo recobertos pela proteina
circunsporozoita (CSP), que ¢ multifuncional atuando na maturagdo dos parasitos nessa
fase, na invasdo da glandula salivar no mosquito, bem como na invasdo dos hepatocitos
para iniciar o ciclo pré-eritrocitdrio no homem (Coppi et al., 2011). Essa proteina é o
polipeptideo mais abundante presente na superficie do esporozoito e possui alto

potencial imunogénico. Esta molécula tem sido apontada como principal alvo no



desenvolvimento de uma vacina recombinante contra a malaria a partir do estagio pré-
eritrocitico, uma vez que os peptideos sintéticos dessa proteina induzem boa resposta
humoral especifica, semelhante ao observado na exposi¢dao natural de humanos ao
plasmoddio (Herrera et al., 2005; Herrera et al., 2007; Souza-Neiras et al., 2010). O gene
da CSP do P. vivax possui uma regido central imunodominante com repeticdes em
tandem flanqueada por duas regides altamente conservadas que codificam as regides
amino-terminal (N) e carboxi-terminal (C). O dominio central repetitivo (R) da CSP do
P. vivax ¢ polimoérfico (Rosenberg et al., 1989), gerando diferentes genotipos; VK210,
VK247 e P. vivax-like (Herrera et al., 2004; Valencia et al., 2011).

Viérios estudos sorologicos (Arruda et al., 2007, Gonzalez et al., 2001) e
moleculares (Gopinah et al., 1994; Kim et al., 2010; Zakeri et al., 2006, Zakeri et al.,
2010b; Lopez et al., 2012; Gonzalez-Ceron et al., 2013) tem sido realizados para avaliar
a distribui¢ao das variantes CSP de P. vivax e os genotipos VK210 e VK247 foram
identificados em diferentes areas endémicas do Brasil e do mundo. Ademais, o P. vivax-
like foi detectado apenas em Papua Nova Guiné, Brasil, Indonésia e Madagascar
(Parobek et al., 2014; Qari et al., 1993). No Brasil, a presenga das trés variantes foi
detectada em areas endémicas, em amostras de populagcdes indigenas e outras
comunidades da Amazonia brasileira (Arruda et al., 1998; Bonilla et al., 2006;
Machado & Povoa 2000; Storti-Melo et al., 2009). Além disso, ha evidéncias no
Meéxico (Gonzalez-Ceron et al., 1999) e no Brasil (Da Silva et al., 2006) que os
gendtipos VK210 e VK247 infectam, diferencialmente, vetores locais.

Além de sua distribuicdo geografica e o vetor associado, poucos aspectos tem
sido investigados quanto a presenga destes genotipos € a evolucdo da doenga. Na

Tailandia (Kain et al., 1993) e no Brasil (Machado et al., 2003) foram observadas



diferencas na carga parasitaria e no clareamento da parasitemia em infeccdes com os
genotipos VK210 e VK247. Posteriormente, em amostras de area endémica da
Amazonia brasileira nenhuma correlagdo com os sinais clinicos foi verificada com a
presenca dos trés genotipos (Machado et al., 2003), apesar de ja ter sido evidenciado na
Colombia, complicagdes hepaticas e pulmonares em pacientes infectados por P. vivax
(Chaparro-Narvaez et al., 2016). Recentemente, uma investigacdo no Estado do
Maranhao demonstrou diferengas entre o perfil de citocinas pro e anti-inflamatorias e a
parasitemia com relacao aos gendtipos da CSP (Ribeiro et al., 2016).

Na infec¢ao pelo P. vivax, as alteragcdes hematoldgicas mais frequentemente
observadas sdo a anemia e a trombocitopenia (Lacerda et al., 2011). A anemia na
infeccdo pelo P. vivax ¢ multifatorial e é consequéncia, principalmente, da remogao de
eritrocitos ndo infectados da circulagdo, hemolise devido ao aumento da fragilidade de
eritrocitos infectados/ ndo infectados (Anstey et al., 2009) e da diseritropoese (Price et
al., 2007). Em infec¢des com o P. vivax observam-se mudancas no perfil de marcadores
lipidicos (Visser et al., 2013), hepaticos e renais (Echeverri et al., 2003; Mascarenhas-
Netto et al., 2014; Arévalo-Herrera et al., 2015) destes pacientes. Nesse contexto,
relacionar os achados laboratoriais com as variantes CSP de P. vivax pode fornecer
relevantes informacgdes acerca de um melhor entendimento do potencial fisiopatoldgico

destes gendtipos em pacientes de area endémica da Amazonia brasileira.

2. Métodos
2.1. Obtencao das amostras e determinacio da carga parasitaria
No periodo de abril a junho de 2015, foram coletadas 70 amostras sanguineas de

pacientes adultos, de ambos os sexos, com idade entre 18 e 59 anos, residentes no



municipio de Itaituba, Para, Brasil. Foram incluidos no estudo apenas 55 pacientes que
apresentaram monoinfeccao por P. vivax, tendo sido 15 pacientes excluidos devido estar
gestante, amamentando ou em uso de anti-inflamatério nao hormonal e/ou
corticosteroides ou por apresentar outra espécie de plasmodio. Dentre os pacientes
incluidos no estudo, a monoinfec¢do por P. vivax foi confirmada pela gota espessa,
conforme preconizado pelo Ministério da Satide do Brasil e por diagndstico molecular.
A carga parasitaria foi definida pela quantificacdo de parasitos por microlitro em 100
campos microscopicos (Brasil, 2009). Foi coletado um total de 10 mL de sangue por
venopung¢ao em tubos Vacutainer contendo anticoagulante EDTA (Becton Dickinson,
EUA) para analises hematoldgicas e bioquimicas. Foram obtidas aliquotas de sangue e
plasma e congeladas a -20°C para posterior identificacao dos genoétipos e avaliacdo do
nivel de citocinas, respectivamente. As amostras foram coletadas antes do inicio do
tratamento com cloroquina e primaquina, conforme o protocolo padrao recomendado
pelo Programa de Controle da Malaria no Brasil. Este estudo foi aprovado pelo Comité
de Etica do Instituto Evandro Chagas (CAEE 01774812.2.0000.5415) ¢ os pacientes

assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

2.2.  Genotipagem CSP

O DNA genomico foi extraido a partir de sangue total com EDTA, utilizando-se
kit comercial Axyprep™ Blood Genomic DNA MiniPrep Kit (Axygen, EUA), de acordo
com as recomendacdes do fabricante. As variantes CSP foram genotipadas pelo
protocolo de PCR-RFLP segundo Cassiano et al., 2011, com modificacdes.
Brevemente, obteve-se um mix com volume final de 25uL. O DNA gendmico foi
extraido a partir de sangue total com EDTA, utilizando-se kit comercial MiniPrep, de

acordo com as recomendagdes do fabricante. Brevemente, um mix de reagdo com



volume final de 25uL foi obtido: P. vivax DNA, 1 X PCR buffer (20 mM Tris—HCI pH
8.4, 50 mM KClI), 1.6 mM MgCl, 0.2 mM of each dNTP, 0.2 uMof each primer (5’
AGG CAG AGG ACT TGG TGA GA 3’ and 5’CCA CAG GTT ACA CTG CAT GG
3’)and 1 U of Tag Platinum (Invitrogen, EUA).

A reacao foi realizada em um termociclador como descrito: ciclo inicial de 94°C
por 15 min, seguido de 30 ciclos de 94°C por 1 min, 58°C por 1 min e 72°C por 1 min
com uma extensao final a 72°C por 10 min. Como controle positivo, trés plasmidios
foram usados contendo um inserto da porcao repetitiva do gene da CSP amplificada a
partir das variantes VK210, VK247 and P. vivax-like (BlueScript). Utilizou-se agua
estéril como controle negativo da reagdo. A reacdo de digestdo foi executada em um
volume final de 20 pL: 10 U da enzima Alul (Invitrogen, EUA), 2 uL do tampao de
reacdo enzimatica, 10 pL do produto da PCR e 7 uL de dgua estéril livre de DNAse. As

reagoes foram realizadas em banho-maria a 37°C conforme orientagdo do fabricante.

2.3.  Analises Hematologicas

O perfil hematoldgico foi determinado e interpretado usando um contador
celular Pentra 60® (ABX Diagnostics, Franga). Os parametros hematolégicos avaliados
foram: ntimero global de eritrocitos (RBC; intervalo de referéncia: homens 4.5 — 6.5 x
10%/uL, mulheres 3.9 — 5.6 x 10°/uL), hemoglobina (Hb; homens > 13 g/dL, mulheres >
12 g/dL), hematdcerito (Ht; homens 38 — 50%, mulheres 36 — 47%), volume corpuscular
médio (VCM; 80 - 100um3), hemoglobina corpuscular média (HCM; 27,0 — 32,0 pg),
concentragdo hemoglobinica corpuscular média (CHCM; 32,0 — 36,0 g/dL), contagem
total de leucocitos (WBC; 4 — 10 x 103/uL), linfécitos (1,0 — 3,8 x 103/uL), neutrofilos

(1,5-6,8x 103/uL), monocitos (200 — 800/uL), eosindfilos (40 — 400/uL) e contagem



de plaquetas (PLT 150 — 400 x 10°/uL). A anemia foi definida pelo critério da

Organizac¢ao Mundial de Saude (OMS).

2.4. Analises Bioquimicas

Os exames bioquimicos foram realizados e interpretados no analisador
automatico Cobas Integra 400 (Roche®, Suica). Foram dosados os seguintes
parametros: ureia (10 — 49 mg/dL), creatinina (0,64 — 1,4 mg/dL), colesterol total
(desejavel < 200 mg/dL, alto > 240 mg/dL) HDL-C (desejavel > 45 mg/dL), LDL-C (<
129 mg/dL, alto > 160 mg/dL), VLDL-C (normal values < 40 mg/dL), triglicérides
(desejavel < 150 mg/dL, elevado > 200mg/dL, aspartato aminotransferase (AST;
homens < 40 U/L, mulheres < 32 U/L), alanina aminotransferase (ALT; homens < 41

U/L, mulheres < 33 U/L) e bilirrubina total (< 1 mg/dL).

2.5. Analises Imunolégicas

As concentragdes séricas das citocinas TNF-a, IFN-y e IL-10 foram mensuradas
pelo método de ELISA de captura conforme instru¢des do fabricante (BD
Biosciences®, USA). Todas as dosagens foram realizadas em duplicata, a densidade
optica (DO) foi determinada com o leitor de placas de ELISA (Biotek®, USA), em
comprimento de onda de 450nm (DOsso) € a média dos dois valores obtidos foi utilizada
para as andlises. Uma curva padrdo foi estabelecida para cada placa e os valores foram

expressos em pg/mL.

2.6. Analise Estatistica
A analise estatistica foi realizada nos programas BioEstat 5.3 ¢ GraphPad Prism
6. Utilizou-se a mediana global da densidade parasitaria para estabelecimento do ponto

de corte: os pacientes foram classificados com baixa parasitemia quando apresentaram <



5.500 parasitos/uL e alta parasitemia quando apresentaram > 5.500 parasitos/pL.
Aplicou-se o teste ¢ ou Mann-Whitney para avaliagdo da carga parasitaria, dos
parametros hematoldgicos e bioquimicos, das dosagens de citocinas ¢ do tempo de
doenca. Aplicou-se o teste de Qui-quadrado para avaliar a frequéncia de baixa e alta
parasitemia, de reinfecdo e de alteragdes hematoldgicas e bioquimicas. Utilizou-se o
Teste de Correlagdo de Spearman para avaliar a associagdo entre os niveis de

parasitemia e citocinas.

3. Resultados

O sexo masculino foi predominante (n=34; 62%) e a idade média de 29 (DP =+ §
anos). Os individuos com episodio anterior da doenga, sem especificacao da espécie,
foram predominantes (n = 44; 80%). Houve apenas 11 individuos (20%) primo-
infectados. O nimero médio de dias com sintomas de maldria foi de 6 = 5 dias. A
densidade parasitaria média foi de 11.425 parasitos/uL (SD + 12.283 parasitos/uL) de
sangue com variagdo de 65 a 60.000 parasitos/puL (mediana de 5.500 parasitos/uL; IQR
3.250 — 14.250 parasitos/uL). Utilizou-se a mediana para estabelecimento do ponto de
corte: os pacientes foram classificados com baixa parasitemia quando apresentaram <

5.500 parasitos/pL e alta parasitemia quando apresentaram > 5.500 parasitos/pL.

Houve maior frequéncia do genotipo VK210 (n = 42; 76%). Nao foi detectado P.
vivax-like, nem co-infec¢do entre 0 VK210 e o0 VK247. A densidade parasitaria foi mais
elevada na variante VK247 (p = 0,037) registrando média de 15.076 + 12.043 p/uL
(mediana de 15.000 p/uL; IQR 5.000 — 20.500 p/uL) em comparagdo a VK210 com
média de 9.171+ 12.158 p/uL (mediana de 5.000 p/uL; IQR 3.000 — 10.000 p/uL)
(Figura 1A). Além disso, observou-se a maior frequéncia de alta parasitemia no

genotipo VK247 (69%; p < 0,001) quando comparado ao VK210 (43%) (Figura 1B).
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Fig. 1. Diferenca na densidade parasitaria por variante de CSP de Plasmodium vivax. A)
Parasitemia mais elevada no gendtipo VK247 (p = 0.038). Dados apresentados como
média + desvio padrao. Comparacao dos dois grupos utilizando o teste Mann-Whitney.
B) Faixa de alta parasitemia (> 5.500 parasitos/uL) mais frequente no genotipo VK247
(p <0.001), de acordo com o teste de Qui-quadrado. Dados expressos em porcentagem
(%). O asterisco representa resultados significativamente diferentes entre os grupos
avaliados de acordo com o Teste de Mann—Whitney; *p<0.05.



Tabela 1

Parametros epidemiologicos, hematoldgicos, bioquimicos e perfil de citocinas por

variante de CSP de P. vivax.

Geral CSP
Parametros VK210 VK247 P
n(%) n(%) n (%)

Episodio prévio de 44 (80) 34 (81) 10 (77) 0.603 *

malaria

Duracéo da doenca 6+5 6+6 4+4 0.190°

Hematologicos
RBC (10°/uL) 4.5+ 0.6 4.5+0.6 4.5+0.6 0.880
Hemoglobina (g/dL) 134+1.9 134+ 1.9 13.2+1.9 0.764°
Hematocrito (%) 402+5.9 402+6.0 399+56  0.866°
MCV (fL) 88.0+3.7 88.2+3.7 873+34  0321°
MCH (pg) 29.7+1.1 29.7+1.1 297+1.1  0.878°
MCHC (%) 33.8+1.1 33.6+ 1.0 341+12  0.135°
WBC (10°/uL) 50+1.7 52+18 44+13 0.136°¢
Linfocitos (10°/uL) 14+0.6 1.5+0.6 1.3+0.7 0.488 ©
Neutréfilos (10°/uL) 32415 34+1.6 27+13 0.166
Mondcitos (10%/pL) 1.5+ 1.0 1.4+0.1 1.6+0.1 0.679°
Eosindfilos (10%/uL) 1.6+ 1.1 1.5+ 1.1 1.8+ 1.0 0.418°
Linfocitos (%) 29.7+12.1 294+11.8 307132  0.738°¢
Neutréfilos (%) 63.4+13.2 64.3 + 12.6 60.8+15.1  0.409°
Monécitos(%) 3.0+1.9 2.8+1.7 3.7+25 0.151°
Eosinofilos (%) 3.4+24 3.0+1.8 48+3.2 0.060 °
Plaquetas (10°/uL) 109 + 56 110 + 51 106 + 73 0.855

Bioquimicos
Urea (mg/dL) 28.3+9.2 272+8.4 31.6£11.0  0.134°¢
Creatinina (mg/dL) 0.8+0.2 0.8+£0.2 0.8£0.1 0.228 ¢
AST (U/L) 23+ 12 22+9 29+ 18 0.153°
ALT (U/L) 20+ 15 19+ 13 24 421 0.746 °
BT (mg/dL) 1.1+1.0 1.1+1.1 1.1+0.8 0.968 °
BI (mg/dL) 0.6+0.7 0.7+0.7 0.6+0.3 0.780 °
BD (mg/dL) 0.5+0.5 05+05 0.5+0.5 0.469 °
Triglicerideos (mg/dL) 186 £ 96 186 £ 96 187 £ 101 0.994°
Colesterol total (mg/dL) 121 + 32 123 £33 118 +28 0.643°
VLDL-C (mg/dL) 37+19 37+£19 37+£20 0.996"
LDL-C (mg/dL) 62 +31 66 + 31 51 +30 0.135°
HDL-C (mg/dL) 13+ 13 1111 17+17 0.400 °

Imunologicos

(Citocinas)
TNF-a (pg/mL) 489+992  57.9+108.1 199+56.5 0241°
IFN-y (pg/mL) 49+9.7 3.6+92 9.4+10.7  0.067°
IL-10 (pg/mL) 312.3+265.5 297.5+259.8 359.9+289.1 0.465°

RBC: contagem de hemécias; MCV: volume corpuscular médio; MCH: hemoglobina
corpuscular média; MCHC: concentracdo hemoglobinica corpuscular média; WBC:



contagem absoluta de leucocitos; AST: aspartato aminotransferase; ALT: alanina
aminotransferase; BT: bilirubina total; BI: bilirubina indireta; BD: bilirubina direta;
VLDL-C: lipoproteina de muito baixa densidade; LDL-C: lipoproteina de baixa
densidade; HDL-C: lipoproteina de alta densidade; TNF-a: fator de necrose tumoral
alfa; IFN-y: interferon gamma; IL-10: interleucina-10.

Parametros hematologicos, bioquimicos e imunologicos expressos pela media + desvio
padrio. Os grupos foram comparados utilizando-se o Teste de Qui-Quadrado (*), Mann-
Whitney (°) and Teste t-Student (°).

Tabela 2
Frequéncia das alteracdes hematoldgicos e bioquimicas por variante de CSP de P. vivax.

~ CSP

Alteracoes Geral VK210 VK247 P

Anemia 11 (20) 9(21) 2 (15) 0.357%
Leucopenia 17 (31) 11(27) 6 (46) 0.008"
Linfopenia 15 (28) 11(27) 4 (31) 0.640"
Neutropenia 3(6) 1(2) 2 (15) 0.001°
Monocitose 2 (4) 1(2) 1(8) 0.100°
Trombocitopenia 40 (74) 30 (73) 10 (77) 0.624°
AST 1 5(9) 3(7) 2 (15) 0.114*
ALT 1 9(17) 7 (17) 2 (15) 0.847%
BT 1 21 (39) 14 (34) 7 (54) 0.007°
Hipertrigliceridemia 21 (39) 17 (41) 4 (31) 0.185"
VLDL-C 1 21 (39) 17 (41) 4 (31) 0.185%
HDL-C | 51 (94) 40 (98) 11 (85) 0.002°

Valores expressos em numero absoluto e percentagem: n (%). P value < 0.05 foi
considerado significante e estdo destacados em negrito. P value derivado do Teste de
Qui-Quadrado® e do Teste Exato de Fisher™.

O simbolo (1) representa niveis elevados e (|) representa baixos niveis. AST: aspartato
aminotransferase; ALT: alanina aminotransferase; BT: bilirubina total; VLDL-C:
lipoproteina de muito baixa densidade; HDL-C: lipoproteina de alta densidade

Nao houve diferenga significativa nos pardmetros hematologicos avaliados entre
os gendtipos VK210 e VK247 (Tabela 1). Entretanto, observou-se diferenca na
frequéncia das alteracdes de leucopenia (p=0,008) e neutropenia (p=0,001), que foram
mais frequentes no VK247 (Tabela 2). Da mesma forma, os pardmetros bioquimicos
foram similares entre as variantes (Tabela 1). Dentre as alteragdes bioquimicas

avaliadas, o achado de bilirrubina total elevada apresentou relevancia estatistica



(p=0,007) (Tabela 2). As concentragdes séricas de TNF-a (variando de 0 a 444,5
pg/mL), IFN-y (0 a 46,7 pg/mL) e IL-10 (0 a 683,1 pg/mL) ndo apresentaram diferencas
entre os gendtipos (Tabela 1). A parasitemia obteve correlacao negativa com o TNF-a
(rs=-0,301; p=0,025) e positiva IL-10 (rs=0,566; p<0,001). No genotipo VK210, a
parasitemia teve correlacao positiva com IL-10 (rs=0,667; p<0,001). Por outro lado,
houve correlagdo negativa entre a parasitemia ¢ o TNF-a (rs=-0,722; p=0,002) no

genotipo VK247.

4. Discussao

A proteina circumesporozoita encontrada na forma infectante, o esporozoito, ¢
considerada ser um dos principais alvos para o desenvolvimento de vacinas
recombinantes. Por avaliagdes sorologicas e moleculares, diferentes autores avaliaram a
ocorréncia das variantes da CSP do P. vivax em d&reas endémicas da Amazonia
brasileira.

A frequéncia elevada de VK210, em infecgdes simples, continua sendo
identificada na Amazonia brasileira (Machado et al., 2003; Storti-Melo et al., 2009;
Gomes et al., 2016; Santos et al., 2016). Infeccdes por VK247, que foram menos
frequentes, apresentaram densidade parasitaria significativamente maior (figura 1),
como ja observado recentemente no municipio de Goianésia do Pard, Estado do Para
(Santos et al., 2016) e no Estado do Maranhdo (Ribeiro et al., 2016). Estes resultados
reforcam a adaptacdo deste genotipo no territdrio brasileiro, visto que ha quase duas
décadas a maior carga parasitaria foi verificada em infec¢des por VK210 tanto no
Estado do Pard quanto em outras areas endémicas da Amazonia (Machado & Povoa,

2000). A hipotese de que estas parasitemias mais elevadas em VK247 sejam ocorréncia



de “selecao imune” (Ribeiro et al., 2016), ¢ aqui reforcada, uma vez que a alta
prevaléncia constante de VK210 nas regides estudadas pode gerar altos titulos de
anticorpos anti-VK210. Adicionalmente, as espécies de Anopheles podem também ser
responsaveis pela selegdo do genotipo em cada area endémica (Santos et al., 2016). A
VK247 possui menor prevaléncia que VK210 e uma distribuicao bastante heterogénena
na Amazonia Brasileira. Estudo em outras 4dreas endémicas na América latina
(Gonzalez-Ceron et al., 2013) evidencia que a introdugdo destes genotipos ocorreu em
momentos distintos na regido, apesar de VK247 ser ancestral e possuir regiao repetitiva

do gene CSP mais estavel que VK210 (Hughes et al., 2004).

Apesar de varios estudos ja terem sido desenvolvidos com os genotipos CSP de
P. vivax, abordando sua possivel associacdo aos aspectos moleculares (Souza-Neiras et
al., 2010; Storti-melo et al., 2009), imunologicos (Ribeiro et al., 2016), epidemioldgicos
(Machado e Povoa., 2000), clinicos (Machado et al., 2003) e entomolégicos (Da Silva et
al., 2006), este ¢ o primeiro trabalho que verifica sua associacdo com achados

hematoldgicos e bioquimicos.

Alteragdes hematologicas durante a malaria tem sido relatadas em diversos
estudos com a infeccdo pelo P. vivax. No presente trabalho, observou-se presenca de
31% de individuos com leucopenia. No entanto, a maior frequéncia (46%; Teste de Qui-
quadrado p=0,008) foi verificada em individuos infectados com o gendtipo VK247, com
neutropenia mais frequentemente observada na presenca deste genotipo (15%; Teste de
Qui-quadrado p=0,001). A frequéncia de leucopenia observada nos pacientes de forma
geral foi semelhante ao descrito na literatura (Echeverri et al., 2003; Kini and
Chandrashekhar, 2016), porém superior a relatada por outros autores em outras areas

endémicas de maléria vivax (Jadhav et al., 2003; Taylor et al., 2008; Philipose and



Umashankar et al., 2016). De fato, a malaria induz as diversas alteragdes quantitativas e
qualitativas nas células brancas, como diminui¢do nas contagens de leucdcitos,
conhecido como leucopenia. Contudo, a maioria dos pacientes apresenta contagem de
leucocitos dentro do intervalo de referéncia (Taylor et al., 2008). Recentemente, um
estudo realizado em Manaus demonstrou significativa reducdo na contagem de
leucocitos de individuos primo-infectados e com malaria recorrente (Chaves et al.,
2016). Ademais, tem sido demonstrada correlagao positiva entre nimero de leucocitos e
parasitemia, com contagem de leucdcitos significativamente maior em pacientes com
alta parasitemia em pacientes maldricos (Kotepui et al., 2015). Nossos resultados nao
destacam este aspecto, uma vez o genotipo VK247 induziu altas densidades parasitarias,
contudo nao diferiu quanto a contagem total de leucdcitos e apresentou maior
frequéncia de leucopenia. Nossos achados ressaltam a possibilidade de que estes
genotipos da CSP possam modular o perfil hematologico de pacientes infectados com

este protozoario.

Quanto ao perfil bioquimico, de uma forma geral, houve uma alta frequéncia de
individuos com baixos niveis de HDL-C (94%) e bilirrubina total elevada (39%) quando
comparado a outros trabalhos (Visser et al., 2013; Arévalo-Herrera et al., 2015;
Mesquita et al., 2016) e média frequéncia com hipertrigliceridemia (39%) e VLDL-C
aumentado (39%), inferior ao observado em outros estudos (Visser et al., 2013;
Mesquita et al., 2016). Duas altera¢des bioquimicas apresentaram-se diferentes entre os
gendtipos: houve maior frequéncia de valores elevados de bilirrubina total em infec¢des
por VK247 (54%; Teste de Qui-Quadrado, p=0,007) e maior frequéncia de HDL-C
baixo em infecgdes por VK210 (98%; Teste de Qui-Quadrado p=0,002). A

hiperbilirrubinemia estd usualmente relacionada a ocorréncia de hemdlise ou de



colestase hepatica levando a um aumento da bilirrubina indireta ou direta,
respectivamente®”. Mudancas no perfil lipidico de individuos na fase aguda de malaria,
tem sido observadas em diversos estudos, tanto em maladria complicada quanto nos
quadros nao complicados, independente da espécie infectante (Faucher et al., 2002;
Visser et al., 2013). A primeira revisdo sistematica e meta-analise sobre o assunto
avaliando o impacto da maldria nos principais parametros do perfil lipidico, confirmou
que colesterol total, HDL-C e LDL-C sao consideravelmente mais baixos durante a
malédria quando comparado a valores de referéncia e grupos controle de individuos
saudaveis e sintomaticos (Visser et al.,2013). Esta bem descrito na literatura a existéncia
de correlagcdo negativa entre a densidade parasitaria e o nivel de HDL-C, devido este ser
um composto essencial para o desenvolvimento do Plasmodium spp., durante o ciclo
eritrocitico (Mohanty et al., 1992), uma vez que o parasito demanda uma consideravel
quantidade de lipideos durante o processo de replicacao e na formacao da hemozoina in
vivo (Sinnis et al., 1997; Fitch et al., 1999). Apesar de ter sido demonstrado neste e em
outros trabalhos que o VK247 pode atingir parasitemias mais elevadas (Santos et al.,
2016; Ribeiro et al., 2016), surpreendentemente, observamos maior propor¢ao de niveis
mais baixos de HDL-C entre pacientes infectados com a variante VK210. Sabe-se que
o0 parasito apesar da necessidade de esterois para efetiva replicagdo, pode adaptar-se as
condi¢des com quantidades restritas de colesterol, utilizando vias alternativas (Labaied
et al., 2011). Dessa forma, ¢ possivel que a variante VK247 utilize outras vias
metabodlicas e consequentemente ndo afete os niveis de HDL proporcionalmente a

parasitemia observada.

Na maldria humana, a resposta imune persistente mediada por citocinas

inflamatorias resultam na imunopatologia que, por sua vez, leva a sintomatologia



apresentada. Esta produgdo de citocinas inflamatérias ¢ um importante estimulo a
fagocitose que acelera a eliminacdo dos eritrocitos parasitados, contudo, também
mediam alteragdes patologicas que determinam as manifestacdes dos sinais e sintomas
da malaria. Nos casos onde o padrdo inflamatorio € prevalente, a doenca tende a ser
mais grave. Na maldria grave, ha um aumento no nivel de citocinas pro-inflamatorias,
como IFN-, TNF- e IL-6 (Andrade et al., 2010; Ribeiro et al., 2016) e, de fato, a
concentracdo plasmatica dessas citocinas sdo diretamente relacionadas a gravidade da
doenca, com relagcdo direta de niveis plasmaticos de TNF e IFN-y e a gravidade da
doenca (Andrade et al., 2010). J4 o aumento da IL-10, citocina anti-inflamatéria, ocorre
em resposta a um aumento das citocinas pro-inflamatorias, como mecanismo
regulatério, a fim de prevenir uma resposta inflamatoria exacerbada e efeitos
prejudiciais (Andrade et al., 2010; Medina et al., 2011), por outro lado, podendo
contribuir para a manutencao do parasita no hospedeiro e favorecer recaidas (Andrade et
al., 2010; Medina et al., 2011). A avaliagdo dos niveis de citocinas entre individuos
primoinfectados com maldria vivax e com quadro recorrente mostra um progressivo
aumento dos niveis de IL-10 de acordo com o nimero de episodios de maldria, o que
reforca a importancia do papel da IL-10 na redu¢do da imunopatologia apos sucessivos
episodios maldricos, gerando certa imunidade clinica e relativa protecdo contra a forma
grave na maldria recorrente (Mahanta et al., 2015; Chaves et al., 2016). Aliado a isso,
tem sido observado também elevados niveis de IL-10 em individuos assintomaticos

(Andrade et al., 2010).

No presente estudo observou-se que apesar de haver diferenga entre as médias
dos niveis de citocinas TNF-a, IFN-y e IL-10 entre as variantes VK210 e VK247, essa

diferenga ndo adentrou a relevancia estatistica, semelhante ao descrito em pacientes no



Estado do Maranhao, que também verificou que os niveis de IL-6 e IL-10 tendem a se

elevar em resposta ao aumento da parasitemia (Ribeiro et al., 2016).

Além disso, os autores verificaram uma correlagdo negativa entre a carga
parasitaria e niveis de TNF-a (Teste de Correlagdo de Spearman, rs=-0,301; p=0,025).
De modo oposto, uma avaliagdo em pacientes malaricos em Buritis no Estado de
Rondonia, evidenciou niveis mais elevados de TNF em individuos com maior
gravidade, tendo estes individuos com infeccdo grave apresentado maior parasitemia
que individuos com malaria ndo complicada, demonstrando assim, uma relagdo
proporcional da parasitemia com os niveis de TNF (Andrade et al., 2010). Foi
demonstrado que altos niveis de IFN-y durante a infeccdo por P. vivax estaria
relacionado ao aumento da parasitemia e a gravidade da doenga (Medina et al., 2011).
Semelhantemente, no presente estudo observou-se uma tendéncia a niveis mais elevados
de IFN-y em pacientes com VK247 (gendtipo que apresentou parasitemias mais
elevadas), entretanto sem correlacdo dessa citocina com a parasitemia. Diante do
exposto, reconhecemos que o tamanho amostral pode ser um fator de confusdo, uma
limitagdo, embora com um tamanho amostral também reduzido, em pacientes infectados
com P. vivax no Estado no Estado do Maranhao (Ribeiro et al., 2016), foi verificado que
os polimorfismos da CSP estdo associados ao aumento das respostas imunes
inflamatorias nao regulatorias e, que por sua vez podem estar associados ao resultado da
infeccdo. Deve-se pensar também que as alteracdes imunologicas podem estar
relacionadas ao estado imune, ou seja, ao nimero prévio de infeccdes maléricas do
paciente. Por ultimo, a populagdo brasileira ¢ bastante miscigenada, devido a influéncia
da colonizacdo pelos portugueses, onde houve cruzamentos que envolveram

principalmente os europeus, africanos e americanos nativos (Furini et al., 2016), onde a



etnia pode influir na frequéncia de polimorfismos de moléculas do sistema imune e,

portanto podem comprometer sua eficiéncia (Cassiano et al., 2015).

Finalmente, o genotipo VK247 induz a uma maior frequéncia de alteragdes em
parametros hematoldgicos e bioquimicos e pode induzir a cargas parasitirias mais
elevadas na maldria vivax, e possivelmente estar relacionado & manifestacdes clinicas
mais proeminentes. Considerando-se que o processo doenga ¢ resultado da interacdo
entre fatores do parasito e do hospedeiro, a variabilidade genética de ambos deve ser

considerada.
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