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RESUMEN

Este estudio evalud 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 mds
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).

INTRODUCCION hanseniasis’, la leishmaniasis mucosa’, la tuberculosis® y la
hepatoesplenomegalia en casos de esquistosomosis’.
Pocos estudios han evaluado la influencia de los alelos HLA
sobre la inmunidad a la malaria. Los autores de dos
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La mayoria de los estudios que investigan la influencia
de los alelos HLA sobre la respuesta inmunolégica contra
lo malaria ha sido conducida con antigenos de P.
falciparum debido a la mayor mortalidad atribuida a la
malaria causada por este pardsito. No obstante, P. vivax es
la especie responsable por la mayor parte de los casos de
malaria en las Américas del Sur y Central. En Brasil, esta
especie responde por mds de 80% de los casos clinicos
registrados en la Regién Amazénica'’. Por eso, es
importante comprender los factores que controlan la
respuesta inmunoldgica a los candidatos a antigeno de
vacunas, como las proteinas de fase asexuada sanguinea
de P. vivax, en individuos naturalmente expuestos al
pardsito. En este estudio, se evalué la frecuencia alélica de
HLA-DRB1 en muestras de individuos infectados por P.
vivax y de donantes de sangre saludables provenientes de
dreas endémicas de malaria en Brasil.

MATERIALES Y METODOS
SUJETOS DELESTUDIO Y LOCALIDADES

Los pacientes seleccionados para este estudio
cumplieron con los siguientes criterios: buscaron atencién
médica debido a la presencia de sintomas clinicos de
malaria, tenfan mdés de 18 afios de edad y presentaban un
diagnéstico positivo de malaria por P. vivax por el método
de gota espesa. Fue firmado, por cada paciente, el término
de libre consentimiento esclarecido antes de la colecta de
muestras de sangre periférica. Los sujetos de la
investigaciéon fueron distribuidos en cuatro dreas
endémicas de malaria en Brasil: Macapd, Estado de
Amapd (00°02'20" S, 51°03'59" W); Novo Repartimento,
Estado de Para (04°19'50" S, 49°47'47" W); Porto Velho,
Estado de Rondénia (-08°45'43" S, 63°54'14" W) y Placido
de Castro, Estado de Acre (10°16'33" S, 67°09'00" W).
Macapd es la capital del Estado de Amapd, localizada en
el margen del Rio Amazonas, en un drea de bosque
tropical. Su poblacién era estimada en 366.486
habitantes y su indice parasitario anual (IPA) fue de 6,0 en
2009. Porto Velho estd localizada en el Estado de
Rondbénia, en lo alto de la Cuenca Amazdnica. En 2010,
Porto Velho tenia cerca de 383.425 habitantes y un IPA de
53,7. Placido de Castro se localiza en la frontera de los
Estados de Rondénia y Amazonas y tenia una poblacién de
18.235 habitantes. El IPA de Plécido de Castro era de 20,6
en 2009. Novo Repartimento es un drea de prospecciéon de
oro localizada al sudeste del Estado de Pard. Su poblacién
era estimada en 55.759 habitantes y presenté un IPA de
15,4 en 2010. Todos esos lugares se caracterizaban por
presentar clima tropical sin una estacién seca, con una
precipitacién promedio mensual de més de 60 mm.

El grupo control se compuso de donantes de sangre
que, de acuerdo a las normas brasilefias que regulan la
donacién de sangre y los requisitos de inclusién de este
estudio, presentaron las siguientes caracteristicas: edad
superior a 18 afios; habian nacido en alguna de las
ciudades del drea de estudio; declararon no tener histérico
de malaria y no presentaban ningin sintoma de la
enfermedad durante la entrevista inicial; y los resultados en
examen por gota espesa fueron negativos. Se utilizaron
métodos de diagnéstico molecular para la comparacién
de las frecuencias de HLA-DRB. Los sujetos de los dos

grupos no presentaron diferencias estadisticamente
significantes a respecto del promedio de edad o etnia, lo
que indica una buena correspondencia entre ellos (andlisis
exacto de Fisher, p > 0.05). Las muestras de ADN fueron
extraidas de sangre periférica congelada usando el Easy-
ADN™ Extraction Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA); el
diagnéstico de malaria fue confirmado por medio de la
reaccién en cadena de polimerasa semi-nested (semi-
nested PCR) con primers de ADN-r especificos de
subunidades pequenas’. El protocolo de este estudio fue
analizado y aprobado por el Comité de Etica en
Investigacién de la Facultad de Medicina de Séo José do
Rio Preto, Estado de Séo Paulo, Brasil (N. 235/2006).

ALELOS HLA CLASE I

Las muestras de ADN de los pacientes maldricos (n=73)
y de los sujetos del grupo control (n = 29) fueron sometidas
a genotipado de los alelos HLA-DRB1. La concentracién de
ADN se midié usando un espectrofotémetro a 260 y 280
nm, y se utilizé una concentracién de 100 ng/ml para
realizar el genotipado de baja resolucién de HLA-DRB1 por
PCR con primers especfficos de secuencia (PCR-SSP), como
previamente descrito'’.

ANALISIS ESTADISTICO

Las frecuencias alélicas fueron calculadas por la
férmula AF = a/N, en la cual a es el nGmero de muestras
positivas para un alelo especifico y N es el nimero total de
alelos en la poblacién estudiada". Se utilizé el programa
R, versién 2.8.1 (The R Foundation for Statistical
Computing, Viena, Austria, http://www.r-project.org) para
realizar los andlisis estadisticos. El equilibrio de Hardy-
Weinberg se analizé conforme lo recomendado por Guoy
Thompson'®. La heterogeneidad de las frecuencias alélicas
HLA entre los grupos control y maldrico se evalué por la
prueba Qui-cuadrado, con la prueba de correccién de
Yates o la prueba exacta de Fisher. Los valores de p por
debajo de 0.05 fueron considerados estadisticamente
relevantes.

RESULTADOS

El genotipado de los alelos HLA-DRB1 fue realizado en
un total de 102 individuos infectados y no infectados
(control) provenientes de cuatro dreas endémicas del norte
de Brasil. Como descrito en la tabla 1, se encontraron 13
alelos diferentes; las frecuencias observadas para cada
individuo y para cada grupo también se presentan en la
tabla 1. Los alelos mds frecuentes en ambos grupos fueron
HLA-DRB1*04, *08, *07 y *13. En los individuos
infectados, los alelos mds frecuentes fueron HLA-
DRB1*04, *08 y *13, seguidos de HLA-DRB1*07. En el
grupo control, HLA-DRB1*04, *08, y *13 también fueron
los mas frecuentes, pero HLA-DRB1*07 fue uno de los
grupos de alelos menos frecuentes. Cuando comparados
los dos grupos de individuos, la frecuencia de HLA-
DRB1*07 fue mayor en el grupo infectado que en el
control; esta diferencia fue considerada estadisticamente
significante (p = 0.006, prueba de Qui-cuadrado con el
indice de correccién de Yates). Los loci estaban en
equilibrio de Hardy-Weinberg en la poblacién estudiada
(Pearsonx’= 0.5,p = 0.799).



Tabla 1 - Frecuencias de los alelos HLA-DRB1 en muestras
colectadas en la Amazonia brasilefna,
abarcando a los individuos infectados con
malariay el grupo control

Frecuencias de alelos

Alelos

HLA-DRB-1 Total de Grupo Grupo control
muestras malérico (n=29)
(n=102) (n=73)
*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

, . s 2
n= ndmero de muestras, Pruebas de Qui-cuadrado con correccién de Yates, x'=
7,521,p = 0,006, comparacién entre los grupos maldrico y control.

DISCUSION

Las moléculas de HLA clase Il son componentes
esenciales de la respuesta inmune adaptativa. Existen
estudios anteriores que sefalan una correlacién entre alelos
HLA y la susceptibilidad a diversas enfermedades, incluso
malarig®>**¢7##101128 - Ademés, variaciones étnicas y/o
geogrdficas aparentemente desempefan un papel
importante en esta correlacién. Brasil es un pais de
dimensiones continentales y sus habitantes presentan una
variada composicién genética. Esta diversidad resulta en
una poblacién mestiza compuesta por contribuciones de tres
importantes grupos: caucdsicos, africanos y amerindios”.
Debido a su distinto histérico de colonizacién, cada regién
del pafs presenta diferentes niveles de prevalencia para los
tres grupos étnicos™'. Encontramos una alta frecuencia de
los alelos HLA-DRB1*04 en los sujetos estudiados, lo que
guarda semejanza con los resultados presentados en
estudios realizados anteriormente™”. Como este alelo es
caracteristico de pueblos indigenas de las Américas, su
prevalencia refleja la contribucién de los amerindios a la
composicién genética de la poblacién brasilefa,
especialmente en el norte del pais™. Ademds, la alta
frecuencia de HLA-DRB1*04, observada tanto en los
individuos infectados como en los individuos saludables,
indica que este alelo no estd asociado a la susceptibilidad o
a la proteccién contra la malaria por P. vivax. Por otro lado,
la frecuencia mucho mds alta de HLA-DRB1*07 en el grupo
de individuos infectados sugiere la participacién de este
alelo en la susceptibilidad a la malaria. Oliveira-Ferreira et
al” detecté una baja respuesta inmune inducida por HLA-
DRB1*07 contra la regién repetitiva de la CSP del P. vivax
VK210. En realidad, existen estudios con vacunas virales™?’
y candidatas a vacunas con CSP de P. falciparum® que han
demostrado que este alelo no consigue activar una
respuesta inmune consistente.

A pesar de que fueron observadas diferencias en las
frecuencias HLA-DRB1*07 entre individuos infectados y no
infectados, no pudo establecerse un mecanismo en el cual

este alelo deba funcionar en la susceptibilidad a la malaria.
Pueden existir muchas moléculas de HLA asociadas a la
malaria humana, aunque haya sido posible analizar apenas
los alelos HLA-DRB1 en este estudio. El andlisis de una
Unica molécula de HLA no puede reflejar completamente
como las multiples variaciones genéticas afectan a la regién
MHC. Una posibilidad es la de que los alelos MHC estén en
desequilibrio de ligacién con ofros genes involucrados en la
susceptibilidad a la malaria por P. vivax. Ademds, pacientes
homocigotos para el alelo HLA-DRB1*07 no podrian ser
distinguidos de portadores debido a las limitaciones
referentes a las colectas en este estudio.

En la Amazonia brasilefa, la malaria predomina en
condiciones meso endémicas con una gran variedad de
formas de transmisién'“?. Por eso, la endemicidad de la
malaria podria ser vista como una presién selectiva para la
manutencién de las frecuencias genotipicas de las
moléculas de HLA. Es preciso una investigacién de otros
alelos HLA asociados a la malaria, realizando un andlisis
serolégico, clinico y epidemiolégico de una muestra mas
amplia. Ese estudio debe evaluar, también, la influencia de
otras enfermedades infecciosas. La epidemiologia de las
enfermedades infecciosas estd condicionada por una
interrelacién compleja entre el pardsito, su vector y el ser
humano. El proceso coevolutivo pardsito-huésped puede
ser visto como una carrera armamentista, en el que los
cambios con objetivos de adaptacién genética en uno se
acompafnan de alteraciones en el ofro, en este caso en
poblaciones amazénicas genéticamente distintas™.

CONCLUSION

Se descubrié que la frecuencia alélica HLA-DRB1*07 fue
mayor en los pacientes de malaria que en el grupo control,
lo que puede sugerir que este alelo desempefie un papel en
la susceptibilidad del sistema inmunolégico a la malaria por
P. vivax. Los resultados de este estudio corroboran la
necesidad de investigaciones sobre los genes ligados al
complejo de histocompatibilidad. Particularmente, existe
una carencia de estudios con un muestreo mdas amplio, bien
como estudios que abarquen a individuos de dreas con
diferentes indices de infeccién, para que se establezca de
forma mds exacta el papel de los alelos HLA en la
susceptibilidad a los pardsitos de P. vivax en esta regién.
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Frequéncia de polimorfismos HLA-DRB1 em pacientes brasileiros com maldaria por
Plasmodium vivax e em doadores de sangue da Regiéio Amazénica

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 maldéria do Brasil. Foi realizada uma genotipagem de
baixa resolucdo dos alelos HLA-DRB1 em 73 pacientes com maléria e em 29 doadores de sangue sauddveis. Os alelos
mais frequentes em individuos do norte do Brasil foram HLA-DRB1*04,*08,*07 €*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 informacées sobre um fator
potencial de suscetibilidade a maléria por P. vivax em uma populacéo brasileira naturalmente exposta a doenca.

Palavras chave: Maléria; Plasmodium vivax; Genes Clase Il do Complexo de Histocompatibilidade (MHC).

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 higher in
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 @
Brazilian population that is naturally exposed to malaria.

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