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RESUMO

Este estudo avaliou a frequéncia de diferentes alelos HLA-DRB1 em individuos infectados por Plasmodium vivax e em
doadores de sangue sauddveis provenientes de dreas endémicas de maléria do Brasil. Foi realizada uma genotipagem de
baixa resolucdo dos alelos HLA-DRB1 em 73 pacientes com maldria e em 29 doadores de sangue sauddéveis. Os alelos
mais frequentes em individuos do norte do Brasil foram HLA-DRB1*04, *08, *07 e *13. A frequéncia de HLA-DRB1*07 foi
maior nos individuos infectados com maldria do que no grupo controle, o que reforca a hipétese de que esse alelo
desempenha um papel importante na suscetibilidade & maldria. Esta pesquisa fornece novas informacdes sobre um fator
potencial de suscetibilidade & maléria por P. vivax em uma populagéo brasileira naturalmente exposta a doenca.

Palavras-chave: Maldria; Plasmodium vivax; Genes Classe |l do Complexo de Histocompatibilidade (MHC).

INTRODUQAO infecciosas, incluindo a hanseniase’, a leishmaniose
mucosa’, a tuberculose’ e a hepatoesplenomegalia em
casos de esquistossomose’. Poucos estudos avaliaram a
influéncia dos alelos HLA sobre a imunidade & maléria. Os
autores de dois estudos (publicados em 1989) nao
conseguiram estabelecer uma relacéo entre os tipos de
HLA-DR e a resposta imunolégica contra a proteina
circum-esporozofta (CSP) de Plasmodium falciparum® e aos
epitopos do esporozoito e dos gametdcitos em Papua Nova
Guiné’. No entanto, dois anos depois, descobriu-se que a
protecGo contra a maldria severa causada por P.
falciparum era associada & presenca dos alelos HLA-Bw53,
DRB1*1302 e DQB1*0501 em criancas africanas'®. Até o
. : fim do século XX, alguns alelos HLA-DR & haviam sido
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Os antigenos de leucécitos humanos HLA classe |l
foram originalmente descritos como genes envolvidos na
resposta imune, pois diferentes alelos destes genes
reconhecidamente influenciam a producédo de anticorpos'.
Hdé estudos associando estes alelos a doencas do sistema
imunolégico, como leucemia’ e vitiligo®. Além disso,
estudos populacionais tém relatado a associacao de certos
alelos HLA & suscetibilidade ou resisténcia a doencas
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A maioria dos estudos que investigam a influéncia dos
alelos HLA sobre a resposta imunolégica contra a maléria
tem sido conduzida com antigenos de P. falciparum devido
& maior mortalidade atribuida & maldria causada por este
parasita. No entanto, P. vivax é a espécie responsdével pela
maior parte dos casos de maldria nas Américas do Sul e
Central. No Brasil, esta espécie responde por mais de 80%
dos casos clinicos registrados na Regido Amazénica'®. Por
isso, é importante compreender os fatores que controlam a
resposta imunolégica aos candidatos a antigeno de
vacinas, como as proteinas de fase assexuada sanguinea
de P. vivax, em individuos naturalmente expostos ao
parasita. Neste estudo, foi avaliada a frequéncia alélica de
HLA-DRB1 em amostras de individuos infectados por P.
vivax e de doadores de sangue sauddveis provenientes de
dreas endémicas de maldria no Brasil.

MATERIAIS E METODOS
SUJEITOS DO ESTUDO E LOCALIDADES
Os pacientes selecionados para este estudo

preencheram os seguintes critérios: buscaram atendimento
médico devido & presenca de sintomas clinicos de maldria,
tinham mais de 18 anos de idade e apresentavam um
diagnéstico positivo de malaria por P. vivax pelo método
da gota espessa. O termo de livre consentimento
esclarecido foi assinado por cada paciente antes da coleta
de amostras de sangue periférico. Os sujeitos da pesquisa
foram ent@o distribuidos em quatro dreas endémicas de
maldria no Brasil: Macapd, Estado do Amapd (00°02'20"
S, 51°03'59" W); Novo Repartimento, Estado do Pard
(04°19'50" S, 49°47'47" W); Porto Velho, Estado de
Rondbnia (-08°45'43" S, 63°54'14" W) e Pl4cido de
Castro, Estado do Acre (10°16'33" S, 67°09'00" W).
Macapd é a capital do Estado do Amapd, localizada as
margens do Rio Amazonas, em uma drea de floresta
tropical. Sua populacéo era estimada em 366.486
habitantes e o seu indice parasitdrio anual (IPA) foi de 6,0
em 2009. Porto Velho é localizada no Estado de Rondénia,
no alto da Bacia Amazénica. Em 2010, Porto Velho tinha
cerca de 383.425 habitantes e um IPA de 53,7. Plécido de
Castro localiza-se na fronteira dos Estados de Rondénia e
Amazonas e tinha uma populacdo de 18.235 habitantes.
O IPA de Placido de Castro era de 20,6 em 2009. Novo
Repartimento é uma drea de prospeccio de ouro
localizada no sudeste do Estado do Pard. Sua populacéo
era estimada em 55.759 habitantes e apresentou um IPA
de 15,4 em 2010. Todos esses lugares caracterizavam-se
por apresentar clima tropical sem uma estagéo seca, com
uma precipitacdo média mensal de mais de 60 mm.

O grupo controle foi composto por doadores de
sangue que, de acordo com as normas brasileiras que
regulamentam a doacéo de sangue e os requisitos de
inclusdo deste estudo, apresentaram as seguintes
caracteristicas: tinham idade superior a 18 anos de idade;
nasceram em alguma das cidades da drea de estudo;
declararam néo ter histérico de maldria e néo
apresentavam qualquer sintoma da doenca durante a
entrevista inicial; e deram negativo em exame pelo método
da gota espessa. Foram utilizados métodos de diagnéstico
molecular para a comparagdo das frequéncias de HLA-

DRB. Os sujeitos dos dois grupos ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significantes a respeito da
média de idade ou etnia, o que indica uma boa
correspondéncia entre eles (teste exato de Fisher, p>0.05).
As amostras de DNA foram extraidas de sangue periférico
congelado usando o Easy-DNA™ Extraction Kit (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA); o diagnéstico de maldria foi
confirmado por meio da reacdo em cadeia de polimerase
semi-nested (semi-nested PCR) com primers de rDNA
especificos de subunidades pequenas'. O protocolo deste
estudo foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Medicina de Sao José do Rio
Preto, Estado de Séo Paulo, Brasil (N. 235/2006).

ALELOS HLA CLASSE I

As amostras de DNA dos pacientes maléricos (n = 73) e
dos sujeitos do grupo controle (n = 29) foram submetidas
a genotipagem dos alelos HLA-DRB1. A concentragéo de
DNA foi medida usando um espectrofotémetro a 260 e
280 nm, e uma concentracdo de 100 ng/ml foi utilizada
para realizar a genotipagem de baixa resolucdo de HLA-
DRB1 por PCR com primers especificos de sequéncia (PCR-
SSP), como descrito previamente'®.

ANALISE ESTATISTICA

As frequéncias alélicas foram calculadas pela féormula
AF = a/N, onde a é o nimero de amostras positivas para
um alelo especifico e N é o nimero total de alelos na
populacdo estudada'’. Foi utilizado o programa R, verséo
2.8.1 (The R Foundation for Statistical Computing, Viena,
Austria, http://www.r-project.org) para realizar as andlises
estatisticas. O equilibrio de Hardy-Weinberg foi testado de
acordo com o preconizado por Guo e Thompson'®. A
heterogeneidade das frequéncias alélicas HLA entre os
grupos controle e maldrico foi avaliada pelo teste do Chi-
quadrado, com o teste de correcéo de Yates ou teste exato
de Fisher. Os valores de p abaixo de 0.05 foram
considerados estatisticamente relevantes.

RESULTADOS

A genotipagem dos alelos HLA-DRB1 foi realizada em
um total de 102 individuos infectados e néo infectados
(controle) provenientes de quatro dreas endémicas do
norte do Brasil. Como descrito na tabela 1, foram
encontrados 13 alelos diferentes; as frequéncias
observadas para cada individuo e para cada grupo
também estdo apresentadas na tabela 1. Os alelos mais
frequentes em ambos os grupos foram HLA-DRB1*04,
*08, *07 e *13. Nos individuos infectados, os alelos mais
frequentes foram HLA-DRB1*04, *08 e *13, seguidos de
HLA-DRB1*07. No grupo controle, HLA-DRB1*04, *08, e
*13 também foram os mais frequentes, porém HLA-
DRB1*07 foi um dos grupos de alelos menos frequentes.
Quando comparados os dois grupos de individuos, a
frequéncia de HLA-DRB1*07 foi maior no grupo infectado
do que no controle; esta diferenca foi considerada
estatisticamente significante (p = 0,006, teste do Chi-
quadrado com o indice de correcdo de Yates). Os loci
estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg na populagéo
estudada (Pearsonx’= 0,5, p = 0,799).



Tabela 1 - Frequéncias dos alelos HLA-DRB1 em
amostras coletadas na Amazénia
brasileira, abrangendo os individuos
infectados com maléria e o grupo controle

Frequéncias de alelos

Alelos Total de Grupo Grupo
HLA-DRB-1 amostras malérico controle
(n=102) (n=73) (n =29
*01 0,147 0,151 0,138
*03 0,196 0,192 0,207
*04 0,304 0,315 0,276
*07 0,255 0,342 0,034
*08 0,265 0,260 0,276
*09 0,029 0,014 0,069
*10 0,078 0,068 0,103
*11 0,098 0,110 0,069
*12 0,029 0,028 0,034
*13 0,235 0,220 0,276
*14 0,147 0,136 0,172
*15 0,127 0,110 0,172
*16 0,088 0,054 0,172

n = nomero de amostras, Teste do Chi-quadrado com correcdo de Yates, X' =
7,521, p = 0,006, comparacdo entre os grupos maldrico e controle.

DISCUSSAO

As moléculas de HLA classe Il sGo componentes
essenciais da resposta imune adaptativa. H& estudos
anferiores que apontam uma correlacéo entre alelos HLA e
a suscetibilidade a diversas doencas, inclusive
maldria®***¢7 821028 Alem disso, variacdes étnicas e/ou
geogréficas aparentemente desempenham um  papel
importante nesta correlacdo. O Brasil é um pais de
dimensdes continentais e seus habitantes apresentam uma
variada composicdo genética. Esta diversidade resulta em
uma populacdo miscigenada composta por contribuicées
de trés importantes grupos: caucasianos, africanos e
amerindios’”. Devido ao seu distinto histérico de
colonizacéo, cada regiGo do pais apresenta diferentes
niveis de prevaléncia para os trés grupos étnicos™”'.
Encontramos uma alta frequéncia dos alelos HLA-DRB1*04
nos sujeitos pesquisados, o que guarda semelhanca com os
resultados apresentados em estudos realizados
anteriormente®”. Como este alelo é caracteristico de
povos indigenas das Américas, sua prevaléncia reflete a
contribuicdo dos amerindios & composicdo genética da

populacdo brasileira, especialmente no norte do pais™.

Além disso, a alta frequéncia de HLA-DRB1*04, observada
tanto nos individuos infectados quanto nos individuos
sauddveis, indica que este alelo ndo estd associado &
suscetibilidade ou & proteg@o contra a maldria por P. vivax.
Por outro lado, a frequéncia bem mais alta de HLA-
DRB1*07 no grupo de individuos infectados sugere a
participacdo deste alelo na suscetibilidade & maldria.
Oliveira-Ferreira et al” detectaram uma baixa resposta
imune induzida por HLA-DRB1*07 contra a regido
repetitiva da CSP do P. vivax VK210. Em verdade, ha
estudos com vacinas virais”*** e candidatas a vacinas com
CSP de P. falciparum® que t&ém demonstrado que este alelo
ndo consegue ativar uma resposta imune consistente.

Apesar de terem sido observadas diferencas nas
frequéncias HLA-DRB1*07 entre individuos infectados e

ndo infectados, ndo pdde ser estabelecido um mecanismo
por meio do qual este alelo deva funcionar na
suscetibilidade & maldria. Pode haver muitas moléculas de
HLA associadas & maldria humana, ainda que tenha sido
possivel analisar apenas os alelos HLA-DRB1 neste estudo.
A andlise de uma Unica molécula de HLA n&o pode refletir
completamente como as multiplas variacées genéticas
afetam a regiGo MHC. Uma possibilidade é a de os alelos
MHC estarem em desequilibrio de ligagdo com outros
genes envolvidos na suscetibilidade & maldria por P. vivax.
Além disso, pacientes homozigotos para o alelo HLA-
DRB1*07 né&o poderiam ser distinguidos de portadores
devido as limitagoes referentes as coletas neste estudo.

Na Amazénia brasileira, a maldria predomina em
condicées mesoendémicas com uma grande variedade de
formas de transmissao'“”. Por isso, a endemicidade da
maldria poderia ser vista como uma presséo seletiva para a
manutencdo das frequéncias genotipicas das moléculas de
HLA. E necessdria uma investigacéo de outros alelos HLA
associados & maldria, fazendo uma andlise sorolégica,
clinica e epidemiolégica de uma amostra maior. Esse
estudo deve avaliar, também, a influéncia de outras
doencas infecciosas. A epidemiologia das doencas
infecciosas é condicionada por uma inter-relacéo
complexa entre o parasita, seu vetor e o ser humano. O
processo coevoluciondrio parasita-hospedeiro pode ser
visto como uma corrida armamentista, em que as
mudangas visando a adaptacées genéticas em um s@o
acompanhadas por alteragdes no outro, neste caso em
populacées amazdnicas geneticamente distintas™.

CONCLUSAO

Foi descoberto que a frequéncia alélica HLA-DRB1*07
foi maior nos pacientes de maldria do que no grupo
controle, o que pode sugerir que este alelo desempenhe um
papel na suscetibilidade do sistema imunolégico & maléria
por P. vivax. Os resultados deste estudo corroboram a
necessidade de pesquisas sobre os genes ligados ao
complexo de histocompatibilidade. Particularmente, hé
uma caréncia de estudos com uma amostragem maior,
bem como estudos que abranjom individuos de dreas com
diferentes indices de infeccd@o, para que seja estabelecido
de forma mais exata o papel dos alelos HLA na
suscetibilidade aos parasitas de P. vivax nesta regido.
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The frequency of HLA-DRB1 polymorphisms in Brazilian Plasmodium vivax malaria
patients and in blood donors from the Amazon Region

ABSTRACT

We evaluated the frequency of different HLA-DRB1 alleles in Plasmodium vivax-infected individuals and in healthy blood
donors from malaria endemic areas of Brazil. Low-resolution human leukocyte antigen-DRB1 genotyping was performed
for 73 malaria patients and 29 healthy blood donors. The most frequent alleles in individuals from northern Brazil were
human leukocyte antigen-DRB1*04, *08, *07 and *13. The frequency of human leukocyte antigen-DRB1*07 was higherin
malaria-infected individuals than in the control group, which reinforces the theory that this allele plays an important role in
susceptibility to malaria. This study offers new information about a potential susceptibility factor for P. vivax malaria in a
Brazilian population that is naturally exposed to malaria.

Keywords: Malaria; Plasmodium vivax; MHC Class Il genes.

Frecuencia de polimorfismos HLA-DRB1 en pacientes brasilenos con malaria por
Plasmodium vivax y en donantes de sangre de la Region Amazénica

RESUMEN

Este estudio evalué la frecuencia de diferentes alelos HLA-DRB1 en individuos infectados por Plasmodium vivax y en
donantes de sangre saludables provenientes de dreas endémicas de malaria de Brasil. Se realizé un genotipado de baja
resolucién de los alelos HLA-DRB1 en 73 pacientes con malaria y en 29 donantes de sangre saludables. Los alelos mas
frecuentes en individuos del norte de Brasil fueron HLA-DRB1 *04, *08, *07 y *13. La frecuencia de HLA-DRB1 *07 fue mas
grande en individuos infectados con malaria que en el grupo control, lo que refuerza la hipétesis de que ese alelo
desempefia un papel importante en la susceptibilidad a la malaria. Esta investigacién suministra nuevas informaciones
sobre un factor potencial de susceptibilidad a la malaria por P. vivax en una poblacién brasilefia naturalmente expuesta a
la enfermedad.

Palabras clave: Malaria; Plasmodium vivax; Genes Clase Il del Complejo de Histocompatibilidad (MHC).
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