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PREAMBULO

Ha alguns anos, quando terminei o internato de especialidade de
Neurologia, tinha a conviccdo de que, no exercicio da actividade clinica como
neurologista em Angola, seria rotineira a observacdo de doentes com
manifestacbes neuroldgicas de doencas infecciosas consequentes, ndo s6 a
afeccdo primaria do Sistema Nervoso, mas também a repercussfes secundarias
de doencas infecciosas sistémicas.

A malaria grave constitui uma emergéncia médica e, como tal, impée uma
pronta actuacao, conducente a um diagndéstico urgente e a instituicdo de medidas
terapéuticas eficazes, que proporcionem a répida recuperacdo do doente,
evitando a morte, bem como a ocorréncia de lesbes cerebrais que predisponham
ao risco de desenvolver sequelas neuroldgicas graves.

Em Angola, a malaria cerebral é uma das sindromas de maléaria grave que
mais contribui para a elevada letalidade da malaria em criangcas com menos de
cinco anos. Adicionalmente, as familias confrontam-se ndo s6 com as avultadas
perdas de vidas humanas, mas também com o 6nus dos internamentos, com o
importante absentismo escolar e laboral, e ainda, apés a alta, com a necessidade
de prestacdo de cuidados especiais aqueles em que persistiram sequelas
neuroldgicas causadas pela malaria cerebral. No futuro, o maior risco de epilepsia
e as dificuldades de aprendizagem, em consequéncia da malaria cerebral,
acrescem preocupacfes substanciais as familias afectadas e sendo estas
habitualmente as mais vulneraveis do ponto de vista socioeconémico, conduzem
a uma situacao ainda mais grave.

Sendo certo que a sindroma de malaria cerebral frequentemente se
associa a multiplas disfuncbes de o6rgdos e de sistemas, ndo deixa de ser
intrigante, para quem acompanha doentes, o facto de apenas uma fraccdo de
doentes com maléria severa manifestar sinais de lesdo do sistema nervoso
central. A teoria da hipoxia causada pela obstru¢cdo da microcirculacdo cerebral,

aliada ao desequilibrio entre as citocinas pro-inflamatdrias e as anti-inflamatorias,



tenta dar suporte a patogénese da malaria cerebral, ainda ndo completamente
esclarecida.

A epidemiologia genética congrega os aspectos genéticos implicados na
patogenia das doencas. O contraste entre a experiéncia do exercicio de uma
medicina clinica individualizada e portanto centrada num doente, adquirida ao
longo de anos, e a inexperiéncia no dominio de métodos adequados ndo s6 ao
estabelecimento de um padréo para definir clinicamente um grupo de casos de
doenca, mas também para identificar factores genéticos que determinam o risco
de adquirir formas especificas da doencga, constituiu um importante desafio para
esta tese de doutoramento. A possibilidade desta tese se desenvolver na recente
area da genética de doencas comuns e ter por objectivo o estudo da malaria e
especificamente da malaria cerebral em Angola, em que a malaria e a
drepanocitose sao dois destacados problemas de salde publica, constituiu uma
oportunidade que pretendi transformar num contributo para a identificacdo de

novos factores de resisténcia/susceptibilidade a malaria cerebral.



RESUMO

As manifestacdes neurolégicas da infeccdo pelo Plasmodium falciparum,
que culminam com o coma ndo despertavel, configuram a sindroma de malaria
cerebral. Esta € uma das sindromas mais graves de malaria severa que contribui,
em larga escala, para a elevada mortalidade da malaria em criancas da Africa
subsaariana.

A identificacdo de variantes genéticas do hospedeiro que influenciam a
evolucédo clinica da malaria severa e que determinam a fisiopatologia da malaria
cerebral € um dos desafios que persistem na investigacdo de factores genéticos
da malaria.

Esta tese teve como principal objectivo investigar variantes genéticas que,
de um modo especifico, permitissem diferenciar factores de risco de malaria
cerebral de factores de risco de malaria severa ndo cerebral.

Foi desenhado um estudo de associacdo de casos-controlos, tendo-se
analisado dezassete genes previamente correlacionados com a malaria severa
em 749 criancas angolanas. O estudo compara 130 casos de malaria cerebral
com 158 controlos de maléria severa nao cerebral, para detectar factores de risco
especificos de malaria cerebral. Para confirmar a exclusividade de eventuais
factores de risco especificos de malaria cerebral, os casos foram igualmente
comparados a outros dois grupos controlo: 1) malaria ndo complicada (142
doentes) e 2) criancas assintomaticas nédo infectadas (319 criancas).

No gene Transforming growth factor, beta 2 (TGFB2) foi identificado um
haplétipo que, apenas no contexto da malaria severa, aumenta o risco de
progressao para a malaria cerebral, permitindo distinguir os doentes com malaria
cerebral dos doentes com malaria severa néo cerebral. No gene Heme oxygenase
1 (HMOX1) foram identificados haplotipos que influenciam a evolucéo clinica da
malaria severa, quer conferindo susceptibilidade a malaria cerebral, quer
diminuindo o risco de maléria cerebral e de outras formas de malaria severa.
Todavia, exclusivamente nos doentes com malaria cerebral, a configuracéo
genotipica do haplétipo protector do gene HMOX1 diminui os niveis plasmaticos
do heme livre e concomitantemente promove o aumento da expressdo do gene

HMOX1.
I



Os resultados deste estudo sugerem que o gene TGFB2 é um novo gene
candidato para futuros estudos de associacdo a maléria severa e especialmente a
malaria cerebral. O papel regulador evidenciado por variantes genéticas do
HMOX1 no metabolismo do heme nos doentes com malaria cerebral, associado
ao aumento de expressao génica do HMOX1, podera proporcionar elementos
adicionais para a patogénese da malaria cerebral.

Esta tese realiza um escrutinio de genes que foram associados a malaria
severa para determinar o seu papel na evolucdo deste conjunto de sindromas,
tendo concluido que apesar de parte dos genes associados a malaria terem
efeitos em multiplos niveis na evolucdo clinica da doenca, variantes dos genes
TGFB2 e HMOX1 parecem afectar especificamente o risco de desenvolver

malaria cerebral.



SUMMARY

The neurological manifestations of Plasmodium falciparum infection, which
culminate with an unarousable coma, constitute the cerebral malaria syndrome.
This is one of the most life-threatening syndromes of severe malaria and largely
contributes to the high mortality from malaria in sub-Saharan African children.

In the investigation of severe malaria genetic risk factors, the challenge
persists to identify specific genetic variants that could influence the clinical course
of severe malaria and determine the physiopathology of cerebral malaria.

The main objective of this thesis focused on the detection of genetic
variants that specifically differentiate cerebral malaria risk factors from those
related to severe non-cerebral malaria.

A case-control study was performed in 749 angolan children to investigate
seventeen candidate genes previously associated with severe malaria. The study
compares 130 cerebral malaria cases to 158 severe non-cerebral malaria controls.
To confirm the pathogenesis specificity of the cerebral malaria risk factors,
cerebral malaria cases were also compared to other two control groups: 1)
uncomplicated malaria (142 patients) and 2) asymptomatic uninfected children
(319 individuals).

One haplotype in the Transforming growth factor, beta 2 (TGFB2) gene
showed to increase specifically the risk of progression to cerebral malaria and in
the context of the severe disease was over-represented in cerebral malaria
patients as compared to patients with severe non-cerebral malaria. This study also
identified Heme oxygenase 1 (HMOX1) gene haplotypes conferring either
increased risk of cerebral malaria or decreased risk of developing different forms
of severe malaria. Strikingly, the genetic configuration of the HMOX1 gene
protective haplotype decreased plasma levels of free heme, only in patients with
cerebral malaria and concomitantly promoted the increase of HMOX1 gene
expression.

The results of this study suggest that the TGFB2 gene is a novel candidate
gene for future severe malaria genetic association studies, particularly cerebral

malaria. The regulatory role evidenced by genetic variants of the HMOX1 gene in

\Y,



the plasma free-heme metabolism, and in the gene expression of the HMOX1
gene of cerebral malaria patients, may provide additional clues for the cerebral
malaria pathogenesis.

This thesis scrutinized a set of genes that were associated with severe
malaria to determine their role in the evolution of the severe disease. It was found
out that, though some of the genes associated with malaria had effects at multiple
levels in the clinical course of the disease, variations in the TGFB2 and HMOX1

genes seem to affect specifically the risk of progressing to cerebral malaria.

Vi
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1. INTRODUCAO

1.1 A Epidemiologia da Malaria

A maléria é uma doenca infecciosa complexa que se mantém como a causa
mais importante de morbilidade e de mortalidade nos paises tropicais (Figura 1),
nao obstante os esforcos que vém sendo empreendidos, desde meados do século

XX [1], visando, ndo apenas o0 seu controlo, mas também a sua erradicacao [2-5].

Figura 1. Percentagem estimada de casos de maléria provocados pelo Plasmodium

falciparum, 2006. Fonte: Relatério da Organizagdo Mundial de Satde (OMS) de 2008 sobre a maléaria [6].

O agente etiolégico da malaria € um protozoario esporozoario do género
Plasmodium que foi descoberto no século XIX por Charles Louis Alphonse
Laveran [7, 8]. Das cinco espécies de Plasmodium infectantes para o ser humano,
designadamente falciparum, malariae, vivax, ovale e knowlesi, o Plasmodium
falciparum (P. falciparum) € a que mais contribui para a elevada morbilidade da

malaria e para a letalidade da malaria severa [9].



Epidemiologia e Clinica da Malaria

Segundo o Relatério da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) de 2008
sobre a malaria, em 2006, dos 3,3 bilibes de pessoas expostas a doenca, 1,2
bilides estiveram em alto risco de contrair a mesma, residindo a maioria destas
(49%) na Regido Africana. Os episédios de maléaria estimados em 2006, foram
247 milhdes, 86% dos quais ocorreram em paises africanos. Das 881 mil mortes
estimadas por malaria naquele ano, 91% ocorreram em Africa e 85% destas
afectaram criancas menores de cinco anos. No ano de 2006, Angola integrou nao
s6 o conjunto de dezanove paises responsaveis por 90% dos casos de malaria ha
Regido Africana, mas também o conjunto de dezoito paises que contribuiram para
90% das mortes causadas pela malaria na mesma regiéo [6].

A susceptibilidade ao desenvolvimento de quadros de malaria severa varia
com a exposi¢cdo ao parasita e portanto com a intensidade de transmissdo da
doenca. Em Africa, nas areas onde a transmiss&o da malaria € intensa e estavel,
a malaria severa afecta principalmente criancas desde o0s primeiros meses de
vida até aos cinco anos [10, 11]. Nos paises com transmissdo entre baixa e
moderada (como no sudeste da Asia), todos 0s grupos etarios sdo vulneraveis a
malaria severa [12]. Nos paises industrializados, a maioria destas complicacdes
severas ocorre em viajantes nao imunes que regressam de areas endémicas de
maléria [13]. Nestes paises, a malaria severa contribui com aproximadamente 5%

dos casos importados de malaria, variando entre 1 a 38% [14].

A infeccao por P. falciparum tem um amplo espectro fenotipico, podendo
variar desde a parasitemia assintomatica até a malaria severa que se manifesta
com multiplas complicac6es potencialmente fatais (Figura 2) [15]. Estima-se que
em cem infec¢des por P. falciparum uma evoluira para malaria severa que sera
responsavel, todos os anos, por mais de um milhdo de mortes em criancas da

Africa subsaariana [16].
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Figura 2. Espectro fenotipico da infec¢cdo por Plasmodium falciparum. Adaptado de Miller
2002 [15].

A malaria cerebral é a sindroma mais grave da maléria severa causada pelo
P. falciparum. De um modo geral, o quadro clinico inicia-se com febre e evolui
com alteracbes do comportamento, convulsbes e alteragcbes do estado de
consciéncia que progridem para o coma, acompanhadas de outras anomalias
neurologicas [17]. A incidéncia da malaria cerebral varia entre 1 a 10% dos casos
hospitalizados, dependendo da populacdo estudada e da definicAo de malaria
cerebral usada [18]. Nos paises da Africa subsaariana com elevada endemicidade
e alta transmissdo, a malaria cerebral € a principal causa de morbilidade e de
mortalidade, principalmente em criangas com menos de cinco anos, causando
défices neuroldgicos, por vezes irreversiveis, incluindo sequelas cognitivas e

epilepsia [19, 20].

Durante um periodo de seis meses a um ano, entre 1999 e 2000, a Seccéo
Regional da OMS para Africa coordenou um estudo sobre a malaria severa que
incluiu 1230 criangas, dos seis aos cinquenta e nove meses, em doze hospitais

distritais de dez paises africanos, designadamente, Burkina Faso, Costa do
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Marfim, Benin, Togo, Nigéria, Camardes, Burundi, Uganda, Zambia e Etiopia. Na
globalidade, a anemia severa (hemoglobina inferior a 5g/dl) foi a complicacdo
mais frequente, com uma prevaléncia de 54,1%. Contudo, a malaria cerebral e a
hipoglicemia foram as complicacbes que se associaram a uma mortalidade mais
elevada, com uma taxa de fatalidade de caso de 17,7% e 13%, respectivamente
[21].

1.2 A Clinicada Malaria

1.2.1 O ciclo de vida do parasita

Em 1880, Laveran descreveu as formas eritrociticas do Plasmodium no ser
humano [8], mas foi apenas dezassete anos depois, através de uma publicacao
de Ronald Ross, que se tornou conhecido que o parasita utiliza o mosquito como
hospedeiro invertebrado, onde se processa a reproducao sexuada [22]. As fases
da reproducdo assexuada do Plasmodium processam-se num ser vertebrado. No
caso do P. falciparum, os gametdcitos existentes na corrente sanguinea do
homem infectado constituem as formas infectantes para o mosquito. Estas séo
ingeridas pela fémea do mosquito do género Anopheles numa das suas refei¢cdes
hemato6fagas e no intestino transformam-se em esporozoitos que posteriormente

se alojam nas glandulas salivares [23].

Numa préxima refeicdo, a fémea do Anopheles ira inocular esporozoitos na
camada dérmica do hospedeiro humano. Os esporozoitos ganham acesso a
circulacdo sanguinea e linfatica, passando pelos sinusodides hepaticos cujas
paredes atravessam. Depois de terem migrado por varios hepatécitos, os
esporozoitos infectam um hepatocito, iniciando-se neste a fase de esquizogonia
tecidular que consiste no crescimento e multiplicacdo do parasita. Cada
esporozoito da origem a milhares de merozoitos [24]. Estes rompem o hepatdcito,
alcancam a circulacdo sanguinea, invadindo os eritrocitos e, no seu interior,
desenvolvem-se em trofozoitos. Nesta fase de invaséo do eritrocito, ocorrem as
primeiras manifestacdes clinicas da malaria. No eritrécito, os trofozoitos
multiplicam-se e formam-se os esquizontes (fase de esquizogonia sanguinea).

Com a lise dos eritrocitos, libertam-se merozoitos, alguns dos quais iréo invadir
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outros eritrocitos, dando inicio a um novo ciclo de esquizogonia, enquanto que
outros se desenvolverdo em gametdcitos. Cada ciclo de esquizogonia sanguinea

do P. falciparum dura quarenta e oito horas [15, 25].

A figura 3 ilustra o ciclo de vida do P. falciparum no hospedeiro humano e

na fémea do mosquito do género Anopheles [26].

Esporozoitos i _—

Glandulas
salivares

Merozoitos 4 Esporozoitos

.u.:""
- - s
33:.”} ~—  Eritrécitos / :
;” / Intestino Oocisto
" Oocineto
Trofozoito \A%\O \
&? Zigoto
Gametocitos Gametas

Figura 3. Ciclo de vida do Plasmodium falciparum. Adaptado de Wirth 2002 [26].

1.2.2 Periodos pré-patente e de incubacéo

Nos individuos ndo imunes infectados pelo P.falciparum, o tempo que
medeia entre a inoculagdo dos esporozoitos e a detecgdo de parasitemia € de dez
dias, variando entre cinco a dez dias e o periodo de incubacéo é de onze dias,
variando entre seis a catorze dias. O periodo de incubacdo pode ser mais
prolongado, quer em casos de imunidade adquirida por antecedentes de multiplas
exposicdes, quer em casos de profilaxia anti-malérica ou de prévio tratamento
anti-malarico parcial que embora possa mitigar, ndo impede o desenvolvimento da

doenca [27].
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1.2.3 Maléria ndo complicada

A rotura dos esquizontes e a destruicdo dos eritrocitos sdo eventos que
marcam o inicio das manifestacfes clinicas da malaria. As manifestacdes clinicas
sédo frequentemente sobreponiveis as de outras patologias, condicionando erros
de diagndstico por omissdo ou por excesso [28]. Os sintomas podem ser
inespecificos, simulando uma sindroma gripal e iniciar de forma insidiosa ou
subita. Destes, os mais proeminentes incluem febre, calafrios, cefaleias e
diaforese e podem coexistir com outros sintomas, tais como osteomioartralgias,
dor abdominal, nauseas, vomitos, diarreia, vertigens e tosse seca. O exame fisico
pode ser normal, embora possam ser detectados sinais, tais como febre,
taquicardia, ictericia, palidez, hipotensdo ortostatica, hepatomegalia e
esplenomegalia. Nos individuos ndo imunes, o exame pode ser completamente

banal, mesmo sem febre [27].

1.2.4 Maléaria Severa

O P. falciparum é a espécie causadora da maioria das complicacbes que
integram as diferentes sindromas de maléaria severa, mesmo em paises como a
india [29], onde existem alguns registos de complica¢des causadas pelo P. vivax
[30, 31].

O sequestro de eritrocitos parasitados e ndo parasitados pelo P. falciparum
na microcirculacdo de multiplos O6rgdos e particularmente no cérebro é
extremamente valorizado na patogénese da malaria severa em geral e na da
maléria cerebral, em particular. Contudo, cada vez mais se associam as
disfuncbes dos 6rgdos a alteracbes metabolicas resultantes, em dltima instancia,
do desequilibrio entre as citocinas pré-inflamatoérias e a resposta anti-inflamatoria
a infeccao pelo P. falciparum [32-34]. O factor de necrose tumoral (TNF) e o
interferdo gama (IFN-y) sdo as citocinas pro-inflamatorias que mais se conotam
com 0 processo imunopatoldégico da malaria severa [35-37]. As propriedades
microbicidas [38] e o efeito vasodilatador do 6xido nitrico [39], cujo aumento de
producdo durante a infeccdo por P. falciparum resultaria da inducédo da enzima

oxido-nitrico sintetase (iINOS2A) [40], constituem argumentos para valorizar o seu
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efeito na fisiopatologia da malaria severa. O éxido nitrico aumentado difundir-se-ia
através do tecido cerebral, alteraria o fluxo sanguineo cerebral, reduziria a
captacdo do glutamato e em consequéncia promoveria a excitotoxicidade,

interferindo com a fungéo neuronal [41].

Em 1990, a OMS definiu os critérios de maléria severa para uniformizar a
assisténcia clinica e os estudos epidemioldgicos [42]. No ano de 2000, estes
critérios foram revistos pela OMS, tendo sido incluidas outras manifestacfes
clinicas e laboratoriais que agravam o prognostico, tais como o distress
respiratorio [43]. Alguns estudos concluiram que os critérios da OMS de 2000
preservaram a elevada sensibilidade na deteccdo das complicagcbes mais graves

e tornaram-se de mais facil aplicacéo [44, 45].

A maléaria cerebral, o edema pulmonar, a insuficiéncia renal aguda, a
anemia severa e as manifestacdes hemorragicas sdo as complicacdes mais
graves da malaria severa [27]. A acidose metabdlica e a hipoglicemia sdo as
complicacBes metabdlicas mais comuns [46]. Nas criancas africanas sao mais
frequentes a malaria cerebral, a hipoglicemia, a anemia severa e a acidose
metabdlica [12]. Na india, as manifestacdes de disfungdo multiorganica assumem
grande importancia na apresentacdo da maléria severa em criancgas [47].

No mesmo doente, podem coexistir varias complicacdes, que apos se
terem instalado subitamente, evoluem eventualmente de forma rapida conduzindo
a morte em poucas horas ou dias. Na pratica clinica, a detec¢do destas
complicacBes deve ser o mais precoce possivel e o tratamento deve ser imediato,

porquanto a malaria severa é considerada uma emergéncia médica [48].
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A tabela 1 resume a frequéncia das manifestacbes de malaria severa em

criangas.

Tabela 1. Frequéncia das manifestacfes de malaria severa em criangas.

Sintomas/Sinais/Sindroma Muito frequente Comum Rara
Convulsbes X
Prostragao X
Neurol6gicas
Alteracéo do estado de consciéncia | X
Coma X
Anemia severa X
Hematoldgicas Ictericia X
Hemorragias X
Equilibrio acido-base | Acidose metabdlica X
Hipoglicemia X
Metabdlicas
Hiperlactatemia X
Hiperparasitemia X
Circulatorias Hipotens&o e colapso circulatorio X
Edema pulmonar X
Respiratorias Distress respiratério X
Hepaticas Insuficiéncia hepatocelular X
Renais Insuficiéncia renal aguda X
Hemoglobinuria X




Complicacdes da maléria severa nao cerebral

Anemia severa

A anemia severa da malaria é uma complicacdo muito frequente nas
criancas residentes em areas hiperendémicas de malaria, contribuindo para a
elevada morbilidade e mortalidade da malaria [49] e é definida por uma
concentragdo de hemoglobina inferior a 5 g/dl ou hematdcrito inferior a 15%. Esta
anemia € muitas vezes agravada por uma anemia ferropénica pré-existente. Os
sintomas e o0s sinais da anemia dependem da velocidade com que se instalou o
défice de hemoglobina. Uma reducédo subita da hemoglobina pode desencadear
anoxia cerebral e faléncia cardiaca. A patogénese da anemia é complexa, sendo
certo que para ela contribui a hemolise massiva intravascular condicionada pelo
P. falciparum. No entanto, a eliminacdo da circulagdo de eritrécitos nao
parasitados, por lise mediada pelo complemento e por fagocitose, devida a
deposicado de complexos imunes e activacdo do complemento, também pode ser
um factor subjacente [50]. Por outro lado, aceita-se que os doentes com malaria
tém uma eritropoiese deficiente que condiciona a diminuicdo da producdo de
eritrécitos [51, 52].

Hiperparasitemia

A hiperparasitemia € um sinal laboratorial que, por si sO, de acordo com 0s
critérios da OMS é uma manifestacdo de maléria severa [43]. Contudo, a
evolucdo clinica das criancas que tém este sinal parece ser menos aguda. A
relacdo entre a parasitemia e a severidade da malaria varia de acordo com as
populacées e com o grupo etario. Uma parasitemia igual ou superior a 4%, em
criangas ndo imunes de areas de endemicidade instavel, constitui um factor de
risco acrescido para a morte por malaria, devendo por esta razdo ser considerado
um sinal de malaria severa [47]. Em areas de endemicidade estavel, considera-se
como sinal de malaria severa uma parasitemia igual ou superior a 20% no sangue

periférico [43] com a presenca de pigmento malarico (trofozoitos maduros ou
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esquizontes), embora se deva ter em conta que os valores limiares a considerar

dependem da experiéncia local [53].

Hipoglicemia

7

A hipoglicemia é uma manifestacdo comum em doentes com malaria
severa [54], independentemente de estarem ou ndo sob terapéutica com quinino,
especialmente em gravidas e em criancas [55]. Esta complicacdo pode estar
relacionada com a hiperinsulinemia induzida pelo quinino [56], mas também pode
ser observada em doentes com valores normais de insulina. O jejum prolongado
gue amiude acompanha a malaria, condicionado, quer pela anorexia, quer pelas
nauseas e pelos vomitos, € um factor de risco importante a valorizar na génese da
hipoglicemia [57]. A sua deteccdo requer uma monitorizacao regular da glicemia,
porquanto sintomas e sinais frequentes na hipoglicemia, tais como a ansiedade, a
dispneia, a taquicardia, a sudacdo, o coma, as posturas andmalas e as
convulsGes generalizadas, também s&o caracteristicos da malaria severa per se
[27].

Acidose metabélica

A hipoxia tecidular, o0 aumento do metabolismo corporal e a faléncia das
funcdes catabdlicas hepaticas sdo factores que contribuem para a acidose
metabolica. A hiperventilacdo é um dos sinais de alerta de acidose metabdlica
severa que poderéa fazer parte de um quadro de edema pulmonar ou mesmo de
sindroma de distress respiratério agudo (SDRA) ou ainda ser uma manifestacéo
de uma pneumonia associada. A acidose metabdlica € um dos sinais de pior

prognostico na malaria severa [54, 58, 59].

Hipovolemia, hipotenséo e choque

As manifestacoes de hipovolemia sdo muito frequentes, para as quais
podem contribuir a febre persistente, a sudacdo profusa, a ingestdo inadequada
de fluidos e os vomitos. A anemia severa da malaria e a obstrucdo microvascular
causada pelo sequestro dos eritrcitos parasitados, contribuem para o

agravamento da hipovolemia que evolui com hipotensédo, choque e hipoperfusao

10
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de 6rgaos vitais, tais como o0 cérebro e os rins. A hipoxia tecidular acarretard um

metabolismo anaerodbio e acidose lactica [59].

Complicagdes pulmonares

A dispneia é o sinal de alerta de complicacbes pulmonares que
habitualmente evoluem com hipoxemia e insuficiéncia respiratéria que requer
entubacdo. Estas complicacbes sdo mais frequentes nos adultos do que nas
criancas [60]. O edema pulmonar € uma complicagdo muito grave, geralmente
ndo é cardiogénico e pode progredir para a SDRA que evolui com aumento da
permeabilidade capilar pulmonar. A lesdo pulmonar aguda, diferente da SDRA,
geralmente ocorre alguns dias apds o inicio da doenca e pode desenvolver-se
rapidamente, mesmo apds uma aparente boa resposta ao tratamento anti-

malérico inicial e a eliminacéo da parasitemia [61].

Ictericia

Quer a hemodlise, quer a disfuncdo hepética, podem ser a causa da
ictericia. Todavia, a ictericia causada por disfuncdo hepética habitualmente é de
intensidade moderada a severa, ndo sendo frequente a progressdao para

encefalopatia hepatica por insuficiéncia hepatocelular [62, 63].

Complicagbes renais

As manifestacdes de envolvimento renal variam desde azotémia pré-renal
até necrose tubular aguda, secundaria a isquemia renal. Tal como ocorre com as
manifestacbes pulmonares, as complicacbes renais sdo mais frequentes nos

adultos do que nas criancas [64].

Coagulopatia

A malaria habitualmente ndo cursa com quadros hemorragicos, apesar de
ser comum a ocorréncia de trombocitopenia [65]. A coagulacdo intravascular
disseminada é descrita em menos do que 10% dos doentes com malaria severa

[66].
11
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Segundo os critérios da OMS, a definicdo estrita de maléaria cerebral
requer, para além da presenca de formas assexuadas de Plasmodium no sangue
periférico, a ocorréncia de coma nao despertavel e a exclusdo de qualquer outra

causa identificavel de encefalopatia [43].

Esta definicdo estrita aplica-se exclusivamente a investigacdo em malaria
cerebral. Na verdade, do ponto de vista pratico, o exercicio clinico em areas
endémicas de malaria recomenda que a hipétese de maléria cerebral deva ser
sempre considerada no diagnostico diferencial, perante um doente com
parasitemia assexuada de P. falciparum que manifeste qualquer alteracdo do
estado de consciéncia. Contudo, estudos de necropsia demonstraram que,
mesmo quando se julga estarem excluidas outras causas de encefalopatia, nem
sempre a constatacdo de formas assexuadas de P. falciparum no sangue de

criancas em coma, corresponde a malaria cerebral [67].

O conceito de coma nao despertavel requer incapacidade de localizacéo
de estimulos dolorosos, ndo existindo paresia nos membros superiores. O uso de
escalas para avaliagdo do coma permite quantificar o seu grau de severidade,
minorando assim a subjectividade dos examinadores. A escala de Glasgow e a
escala de Blantyre sdo as mais frequentemente utilizadas na prética clinica. A
escala de Blantyre é uma modificacdo da escala de Glasgow adaptada para
criangas, incluindo as que ainda nédo aprenderam a falar [68]. A escala de
Glasgow também é utilizada em criancas mais crescidas [69], podendo ser feitas
adaptacdes a utilizada nos adultos [70]. O estado de coma ndo despertavel
corresponde a uma pontuacao igual ou inferior a dois em cinco na escala de
Blantyre e igual ou inferior a seis na escala de Glasgow. Nesta pontuacdo do
coma deve ser sempre tomada em consideracdo a melhor resposta ao estimulo
doloroso e, nos casos em que o coma se instalou apés uma crise convulsiva
generalizada, esta quantificacdo sO devera ser valorizada uma hora apo6s o fim da

crise, por causa do conhecido coma transitorio pés-convulsivo.

12
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As meningoencefalites bacterianas ou virais devem ser estudadas no
diagnostico diferencial, porquanto ndo € rara a coexisténcia de parasitemia com

estas infecgbes [71, 72].

Nos ultimos anos, tem-se vindo a valorizar alguns sinais de retinopatia na
maléaria cerebral que acrescem maior acuidade ao diagnéstico [73]. Na retina
visualizam-se é&reas pdlidas na periferia € na macula (poupando a févea),
descoloracédo vascular, tornando-se os vasos alaranjados ou brancos, multiplas
hemorragias retinianas, predominantemente brancas no centro, assim como
exsudatos algodonosos e papiledema. Estas alteracbes sdo demonstraveis por
fotografia e por angiografia fluoresceinica bem como por estudos de correlagédo
clinico-histopatoldgica [67, 74, 75].

Nas criancas, de um modo geral, a malaria cerebral tem um inicio agudo,
com febre e as manifestacdes sugestivas de envolvimento cerebral ocorrem num
periodo entre 24 a 48 horas. As convulsdes generalizadas ou multifocais, ndo
raramente repetidas e prolongadas, sdo muitas vezes o primeiro “sinal de alarme”,
produzindo um estado convulsivo, sem recuperacdo da consciéncia [76]. No
entanto, ha casos em que a deterioracdo do estado de consciéncia é gradual,
iniciando com prostracao que se manifesta por incapacidade da crianca se manter
sentada ou de deglutir. Mais raramente, a instalacdo do coma € precedido de
manifestacbes psicoticas que se mantém durante alguns dias. O registo
electroencefalografico em criancas com malaria cerebral revela alteracdes
compativeis com uma encefalopatia difusa, mas a sua maior utilidade consiste na
deteccdo de uma diversidade de crises clinicas subtis e electrograficas [77, 78].
Nos adultos, a instalacdo do coma é gradual e a ocorréncia de convulsdes é muito

menos frequente (15 a 20%).

Tratando-se de um quadro de encefalopatia difusa, 0 exame neuroldgico
pode evidenciar qualquer tipo de anomalia, incluindo hemiplegia [79]. Nos casos
mais graves, os reflexos do tronco cerebral podem ser anormais e sdo muito
frequentes as anomalias da motilidade ocular com desvio conjugado do olhar [43].
As posturas andmalas dos membros sdo muito frequentes nas criangcas, com
hiperextensdo e pronacdo dos quatro membros ou flexdo dos membros

superiores, combinada com extensao dos membros inferiores [80]. Estas posturas
13
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podem ser permanentes ou ocorrer de forma intermitente e, tanto podem ser
sinais de hipoglicemia, como podem traduzir hipertensao intracraniana [17] que
ocorre com frequéncia na evolucdo da malaria cerebral [81, 82]. Embora um
padrao respiratorio anormal na evolucdo clinica possa ser causado por edema
pulmonar, aquele prenuncia complicacdes, tais como a acidose metabolica, a
hipertensao intracraniana com eventual risco de herniagédo transtentorial, crises

epilépticas subtis ou ainda pneumonia [83].

As convulsfes generalizadas prolongadas e repetidas associadas ao coma
prolongado, a acidose metabdlica, a hipoglicemia, ao distress respiratério e as
manifestacbes de hipovolemia sdo complicacbes que agravam o progndéstico da

malaria cerebral [84-86].

Sequelas da maléria cerebral

ApOs recuperacdo do coma, algumas criancas tém alteracdes transitorias,
tais como psicose e ataxia. Contudo, podem ocorrer défices neuroldgicos que
revertem depois de alguns meses, como ocorre com a cegueira cortical e com a
afasia, ou ainda défices irreversiveis, tais como hemiparesia, défice cognitivo e
atraso do desenvolvimento psico-motor [87-90]. A sindroma neurolégica pés-
malaria é um quadro auto-limitado de manifestacdes neuroldgicas e psiquiatricas
gue ocorre num periodo até dois meses, ap6s um episédio de maléaria cerebral.
Todavia, 0 seu aparecimento tem sido relacionado com o tratamento prévio com
mefloquina em doentes que ndo tiveram maléaria cerebral [90]. Estudos realizados
no Gabdo [91], no Quénia [92] e no Mali [93] sugerem uma forte associacao

positiva entre a malaria cerebral e a epilepsia.
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1.3.1 Componente genética das doencas infecciosas

Desde 1954, ano em que foi publicado o primeiro estudo sobre um alelo de
resisténcia a malaria [94] que a investigacdo de factores genéticos de
susceptibilidade as doencas infecciosas tem acumulado progressos notorios. Esta
evolucéo tem-se processado em interface com muitas das mais activas disciplinas
das ciéncias biomédicas, tais como a genética e a gendmica [95], a imunobiologia
[96], a evolucédo [97, 98], os estudos de genética de populacdes [99], a biologia
dos agentes patogénicos [100], a ecologia [101] e a epidemiologia das doencas

infecciosas [102].

O volume crescente de informacdo resultante daquela interface
multidisciplinar [103] consolida o conhecimento de que a expressao clinica das
doencas infecciosas € condicionada, ndo s6 pela viruléncia do agente, mas
também pela interaccdo de mudltiplas variantes genéticas do hospedeiro com
factores de risco ambientais [104]. Deste modo, justifica-se a caracterizacdo das
doencas infecciosas como doencas complexas ou multifactoriais, nas quais a
heranca da susceptibilidade genética ndo segue um padrdo Mendeliano de
hereditariedade e a interaccdo com o agente infeccioso é determinada pela
interferéncia de mdultiplas variantes genéticas. Nesta asserc¢ao, incluem-se como
exemplos, a malaria, a infeccdo VIH/SIDA, a tuberculose, a schistosomose, a
lepra, a célera e as hepatites virais [105, 106]. Esta nocdo da contribuicdo
poligénica nas manifestacbes das doencas foi inicialmente reconhecida em
doencas né&o infecciosas, tais como a hipertensdo arterial, a diabetes mellitus, a
doenca de Alzheimer, a obesidade, a asma, a esquizofrenia, diversos tipos de
neoplasias malignas e as coronariopatias. Estas doencgas nédo infecciosas tém
sido igualmente objecto de aturada investigacdo quanto a identificacdo de

factores genéticos de susceptibilidade [107].

A variacao genética [108] pode explicar parcialmente, por exemplo, porque
razdo algumas criangas desenvolverdo malaria cerebral fatal ou kwashiorkwor,
enquanto que outras criangas que vivem no mesmo meio, igualmente expostas

aos parasitas da malaria e a caréncias alimentares, ndo desenvolvem estas
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sindromas clinicas severas. Todavia, para a grande maioria dos genes estudados,
subjacente & nocdo de influéncia poligénica na susceptibilidade as doencas
infecciosas, estd o facto de que cada variante genética contribuira de forma
modesta para a patogénese ou para a evolucéo clinica da doenca [106]. Deste
modo, tendo em conta a diminuta influéncia de cada factor genético no risco de
manifestar certas caracteristicas fenotipicas da doenc¢a (medido por exemplo pelo
odds-ratio), conclui-se que estes efeitos genéticos na maior ou menor resisténcia
a infeccdo tém individualmente uma reduzida dimensdo na fisiopatologia da
doenca infecciosa. Sendo este o panorama tipico retirado dos estudos sobre as
componentes genéticas das doencas infecciosas, em que o odds-ratio (OR) dos
loci identificados € geralmente inferior a trés, havera a tendéncia para questionar
a utilidade de tal investigacdo. Contudo, se 0s eventuais efeitos genéticos
reduzidos forem detectados no contexto de uma doenca extremamente comum, e
portanto com forte impacto na saude publica, e se houver mdultiplos genes a
exercer acgao semelhante, entdo o efeito global da componente genética podera
ser significativo e os conhecimentos retirados destes estudos podem, no seu
conjunto, adquirir relevancia para a compreensédo da patogénese da doenca [109].
Assim, considera-se que, a longo prazo, o impacto da investigacdo genética no
dominio das doencas complexas serd mais ao nivel da populacéo do que ao nivel
individual, facto que recomenda uma cuidadosa interpretacdo dos resultados de

associacao pela comunidade cientifica [110, 111].

Os estudos da genética da malaria severa em geral, e da malaria cerebral
em particular, ttm-se desenvolvido com a convic¢ao de que, subjacente ao amplo
espectro fenotipico da infec¢do por P. falciparum, esta a interaccdo de factores
genéticos com outros factores, ndo apenas inerentes ao ser humano (exposicao
prévia ao parasita), mas também imanentes do parasita (variabilidade genética) e
a parametros epidemiologicos locais (taxa de transmisséo). O resultado desta
investigacdo € o crescente numero de publicacdes que relatam a associacao
entre a malaria cerebral ou outras formas de malaria severa e variantes genéticas
em mais de trinta genes humanos [112, 113]. Estes conhecimentos integrardo 0s
pilares de sustentacdo dos futuros programas de controlo da maléria, obtidos ndo

s6 com o combate ao Plasmodium, recorrendo a anti-malaricos eficazes e ao
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Anopheles com insecticidas apropriados, mas também com a descoberta de

vacinas anti-malaricas seguras.

Os factores genéticos poderéo interferir em qualquer fase da infec¢do, desde
a picada do mosquito, até & morte provocada pela maléria severa. Sem
subvalorizar a importancia dos factores ambientais, estima-se que, em criancas
africanas, os factores genéticos contribuam com 25% da variacdo observada no
risco para desenvolver a malaria severa. A fraccdo deste risco explicavel por
factores genéticos que comprovadamente conferem resisténcia a malaria severa,
tal como a hemoglobina S (HbS), é exigua (2%), levando a concluir que muitos

outros factores genéticos ainda estdo por identificar [114].

1.3.2 O impacto da maléaria no genoma humano

A adaptacdo ao meio ambiente faz parte da historia da evolucdo do ser
humano e, em alguns casos, pode resultar de uma forte pressao selectiva que
favoreca certas caracteristicas particulares, bem como as variantes genéticas que

Ilhes estédo subjacentes [115].

A Africa é considerada a regido com maior diversidade genética humana,
largamente representada no genoma das populacdes da regido subsaariana. Em
parte, esta diversidade genética devera reflectir o impacto das doencas
infecciosas na evolu¢do do genoma. Sera plausivel considerar que esta evolugao
tenha incorporado, num certo grau, a tendéncia para reduzir a susceptibilidade as

doencas infecciosas a que estas populacdes estao expostas [115-117].

A hemoglobina S (HbS) é um caso paradigmético de evolucédo balanceada.
Neste caso, a aquisicdo de um mecanismo de resisténcia a malaria, evidenciado
pela concordancia geografica entre a distribuicio da hemoglobina S e a
endemicidade da maléaria [118], originou a aquisicdo de um traco. A homozigotia
SS, embora néo interfira na fertilidade [119], implica uma reducéo significativa da
esperanca de vida, devido as diferengas funcionais da hemoglobina que origina
[120]. Todavia, o estado heterozigético proporciona uma esperanca de vida
normal e uma forte proteccdo particularmente contra as formas severas da

malaria [94, 121].
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O Plasmodium spp., constitui um dos factores mais evidentes de pressao
selectiva recente no genoma humano [122]. A coexisténcia do parasita e do
hospedeiro humano ao longo dos ultimos 10 000 anos [123] suscitou em ambos a
evolucdo de mecanismos de proteccdo. Do lado do parasita, estes mecanismos
espelham-se ndo s6 na crescente emergéncia de polimorfismos genéticos que
propiciam a resisténcia aos anti-malaricos, mas também na complexa e
diversificada gama de antigénios que o Plasmodium utiliza para evadir os

mecanismos da defesa imunitaria [124-126].

No hospedeiro humano, mesmo tendo em conta que em populacdes distintas
os factores de resisténcia a malaria se desenvolveram de modo diferente, esta
demonstrado que as mutacbes que reconhecidamente oferecem maior efeito
protector contra a maléria severa ocorreram em genes que codificam para
proteinas do eritrocito, “nicho residencial” do Plasmodium. A elevada frequéncia
da HbS nos paises endémicos da Africa Ocidental (Figura 4) [127] e o forte grau
de proteccdo que esta mutacao confere contra as formas severas de malaria, sao
entendidos como prova evidente do forte efeito selectivo da malaria na evolugéo
do genoma humano [94, 128-130].

B > 20%
B 15-20%
[]11-10%

[ ]<1% [

(

Figura 4. Coexisténcia geografica de malaria falciparum e alelo HbS. Allison AC, 2009 [127].

(Esquerda) A regido em Africa onde havia transmiss&o do P. falciparum antes da introducéio das medidas de controlo

contra a maléria. (Direita) Frequéncia do alelo HbS nas populacdes Africanas.

A hemoglobinopatia C (HbC), as talassémias e o défice de glucose-6-fosfato
desidrogenase (G6PD), com diferentes padrdes de distribuicdo na Africa
Ocidental, constituem também alteracdes genéticas que defendem as populagcbes
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das formas severas de malaria e sdo igualmente bons exemplos das marcas

imprimidas no genoma humano pela pressao selectiva da malaria [131-137].

Um bom exemplo da heterogeneidade da pressao selectiva do Plasmodium
em diferentes grupos étnicos é a quase completa proteccédo contra a infec¢ao por
Plasmodium vivax (P. vivax) das populacées da Africa ao sul do Sahara, néo
obstante existirem todas as condicdes ambientais para a transmissao do P. vixax.
Este comportamento de resisténcia destas populagcbes contrasta com a
vulnerabilidade de todas as outras populagdes humanas ao P. vivax [127]. Para a
invasdo dos eritrécitos, o P. vivax requer a formacdo de um complexo entre o
antigénio Duffy (antigénio de um grupo sanguineo) e um receptor para as
quimiocinas (DARC — acrénimo do inglés Duffy antigen receptor for chemokines).
A falta de expressédo do DARC na superficie do eritrécito deve-se a existéncia de
um polimorfismo genético no gene FY, o alelo FY*O, que resulta num fendtipo

negativo para o grupo sanguineo Duffy [138].

Estudos efectuados na Africa ocidental, demonstraram que os povos da etnia
Fulani do Burkina Faso [139] e do Mali [140] tinham uma prevaléncia
significativamente baixa de parasitemia e de episodios cinicos de maléria,
comparativamente a outros grupos étnicos que habitam em aldeias vizinhas.
Nestes povos, também se registaram niveis mais elevados de anticorpos anti-
Plasmodium e uma baixa frequéncia de variantes protectoras da globina e de
outros factores classicos de resisténcia a malaria [141]. Estas observa¢cdes sao da
maior relevancia para estudos genéticos da malaria, porque indicam claramente
que o estudo de um determinado factor genético ou gene podera evidenciar

efeitos genéticos diferentes em populacdes distintas.

Na “malha” deste equilibrio de forgas ecoldgicas também se incorpora a
evolucdo das populacbes do mosquito do género Anopheles, com sinais
evidentes de resisténcia adquirida aos insecticidas usados no combate a malaria
[142, 143].
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Na investigacdo genética da malaria cerebral e da malaria severa, a
abordagem que tem sido utilizada com maior frequéncia € a andlise de
associacdo genética em estudos de casos-controlos [144]. As assercdes
genéricas resultantes desta andlise advém da comparacdo das frequéncias
alélicas e genotipicas dos casos com as dos controlos [145]. Se as frequéncias
das variantes genéticas analisadas forem mais elevadas nos casos do que nos
controlos, considera-se que estas variantes conferem susceptibilidade a malaria.
Todavia, se as frequéncias nos casos forem significativamente inferiores as dos
controlos, considera-se que as variantes conferem resisténcia a malaria e,
portanto, sdo protectoras. Este método de andlise genética tem sido muito
utilizado no estudo de doencas com componente poligénica. Actualmente, os
estudos de associagéo genética incorporam uma sofisticagdo apreciavel, quer nos
meétodos laboratoriais para analise das variantes genéticas, quer nos meétodos
estatisticos para andlise dos dados de estudos que integram um grande namero

de loci genéticos e de individuos [146].

Os estudos de associagcdo genética e particularmente os estudos de casos-
controlos pressupdem exigéncias no desenho do estudo e implicam
condicionantes a analise e a interpretacdo dos resultados. Na perspectiva desta
tese, estes aspectos sdo abordados tendo em consideragdo 0s seguintes
factores: a doenca em questdo, a populacdo em estudo e os meios de analise

disponiveis.

1.4.1 Recrutamento dos casos e dos controlos

Os critérios de inclusdo e o numero de individuos a integrar no estudo séo
dois aspectos de particular importancia a considerar no recrutamento dos

participantes.

A inclusdo de doentes nos distintos grupos devera obedecer a critérios
clinicos claramente fixados, de modo a favorecer a homogeneidade clinica da
amostra e a interpretacdo das associacOes genéticas. No desenho do estudo, a
seleccdo dos casos pressupde uma definicdo inequivoca dos critérios de
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diagnostico, bem como de todos os critérios de exclusdo. A seleccdo dos
controlos baseia-se no principio basico dos estudos de casos-controlos que
consiste em responder a questdo se determinado parametro (neste caso
frequéncias alélicas e genotipicas) é mais frequente nos que tém a doenca do que

naqueles que néo a tém.

Nos estudos de malaria severa consideram-se como controlos, quer
individuos com malaria ndo complicada, quer individuos sem malaria. No caso
especifico da malaria cerebral, em que o coma é uma das caracteristicas que, em
sentido estrito, a distingue de outras sindromas de malaria severa, os controlos

também podem ser doentes com manifestacdes de malaria severa nao cerebral.

Naturalmente que, tratando-se de um estudo retrospectivo, a seleccdo dos
controlos é feita no momento em que 0 caso se torna caso e, portanto, 0S
controlos serdo os individuos que naquele momento nao tém a doenca. O mesmo
sera dizer que a seleccao dos controlos ndo se faz entre aqueles que nédo
desenvolverdo a doenca, 0 que no caso de uma doenga comum como a maléria é
impossivel garantir. Na verdade, esta abordagem que deixa em aberto a
possibilidade de no futuro alguns dos controlos tornarem-se casos, pode reduzir o
poder estatistico do estudo, mas tem o mérito de ser equivalente ao que ocorre
nos estudos de coorte. Nestes, as taxas de risco em qualquer momento do estudo
baseiam-se em comparacdes entre 0s que desenvolveram a doenca com 0s que,
naguele momento, embora encontrando-se em risco de a desenvolver, ainda nao

a manifestaram [147].

A base populacional dos individuos a utilizar como controlos deve ser
comparavel a dos grupos de doentes, no que diz respeito ndo s6 a etnicidade,
mas também a outros factores ndo genéticos, tais como a area de residéncia e o
enquadramento socioecondémico e cultural. Estes factores podem provocar
enviesamentos na exposi¢cao dos individuos a doenca. A etnicidade € um factor
particularmente relevante nas populacdes da Africa subsaariana, devido a grande
diversidade genética e a mistura étnica que pode existir em varios graus,
resultante da frequente coabitacdo de diferentes etnias no mesmo espaco
geografico. As caracteristicas dos controlos devem reflectir oportunidades iguais

as dos casos para serem incluidos no estudo, na eventualidade de
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desenvolverem a doenca. Nesta assercao, reside a importancia da fonte de
selecgdo dos casos e dos controlos: se exclusivamente a partir da comunidade,
ou se estendendo também a individuos doentes que recorram ao hospital onde

sdo atendidos os casos.

Em investigacdo genética, torna-se boa pratica que os estudos de
associacdo de casos-controlos sejam complementados por estudos robustos a
estratificacdo da populacdo. Uma abordagem complementar capaz de eliminar os
artefactos produzidos pela estratificacdo étnica € a realizacdo de estudos
baseados em familias, avaliando a transmissdo da presumida variante de
resisténcia/susceptibilidade, comparando os gendétipos da crianca afectada com
0s genotipos dos progenitores heterozigoticos. De acordo com a hereditariedade
Mendeliana, a probabilidade de transmissédo de uma dada variante genética € de
0,5. Se a variante genética estiver na realidade associada a doenca, a
transmissao genética desta variante, de progenitores heterozigéticos para uma
crianca afectada, ocorrera em nimero superior ao esperado, no caso de se tratar
de uma variante que confere susceptibilidade a doenca ou em nimero inferior ao
esperado, caso se trate de uma variante de resisténcia. Esta ocorréncia é
designada por distorcdo da transmissdo genética e o teste estatistico que a

quantifica designa-se por Teste de Desequilibrio de Transmissao (TDT) [148-150].

No entanto, pelo facto de a malaria ser uma doenca de curta duragdo, 0s
estudos de familias nem sempre sdo faceis de concretizar; pode ser dificil
determinar o estado clinico dos irméos dos afectados, uma vez que muitas outras
doencas fatais confundem-se com a maléaria e a recolha de amostras biol6gicas
(sangue ou esfregacos bucais) de ambos 0s progenitores nem sempre é possivel.

Estas dificuldades impdem importantes limitacdes ao estudo genético da maléaria.

O numero de casos e de controlos pode condicionar a andlise e as
conclusdes de um estudo de associacdo genética, porquanto a obtencdo de um
poder estatistico suficiente para detectar uma diferenca na frequéncia de uma
variante genética entre os dois grupos, estd muito dependente da frequéncia
dessa variante na populagédo [151] (Ver Figura 5, apds “Associagao genética e
desequilibrio de ligagao”). Exemplificando: um estudo tipico poderia almejar um

poder estatistico de 80% para detectar uma associacdo com um valor de P
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inferior a 0,05, assumindo que o gendtipo da variante influenciava o risco de
doenca com um OR de 2. Se o0 genétipo da variante ocorrer numa frequéncia
aproximada ou inferior a 0,2, 0 numero de participantes necessarios para obter
um OR com valor estatistico sera na ordem dos milhares, a menos que o OR seja
muito elevado. Se a frequéncia for mais alta (0,3 — 0,4), os nUmeros de pacientes
necessarios sera mais reduzido, na ordem das centenas. Estes calculos de poder
estatistico sdo relevantes para avaliar a dimensdo dos efeitos genéticos que o

estudo pode detectar.

1.4.2 Associagcao genética e o desequilibrio de ligacao

Por regra, os estudos de associacdo genética ndo permitem retirar a ilacdo
de que uma variante genética associada a doenca constitui per se o factor
etiolégico da associacdo detectada. De facto, o fendbmeno de desequilibrio de
ligagdo (LD, do inglés linkage desiquilibrium) [152-154] leva a que, muito
frequentemente, numa determinada populacdo, diversas variantes genéticas
localizadas proximas numa determinada regido cromossomica, sejam herdadas
em conjunto, dificultando assim a identificacdo da variante que esta implicada na
etiologia da doenca [155]. Quando, num cromossoma, dois ou mais alelos se
localizam muito préximos um do outro, a sua segregacdo ndo ocorrera de forma
independente, porque a probabilidade de serem separados um do outro por
recombinacdo meidtica serd muito reduzida. Nestas circunstancias, diz-se que os
dois (ou mais) alelos se encontram em linkage e a probabilidade de serem
herdados em conjunto é muito elevada. Esta associacdo alélica origina o

fenédmeno de linkage disequilibrium (LD).

Os alelos de um cromossoma nesta situacdo de LD constituem haplétipos
que, salvo algumas excepcdes, ocorrem em pares (diplotipos), provindo cada um
de um progenitor. As excep¢des sdo as situagcdes em que existe apenas um
haplotipo, tais como nos cromossomas sexuais masculinos e em certas anomalias
cromossOmicas que sdo0 monossOmicas [156]. Assim, a identificacdo de
haplotipos na populacdo em estudo, através da avaliacdo da associacdo alélica

de multiplos loci nhuma dada regido cromossémica, assume uma importancia
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maior. Nesta analise, constroem-se mapas de LD, quantificando-se o LD entre
cada par de marcadores localizados numa dada regido cromossomica. Estes
mapas permitem a identificacdo de blocos de LD que representam a demarcacao
fisica de haplétipos na regido estudada. A medida de LD habitualmente utilizada
em estudos de casos-controlos é o r? variando entre 0 (auséncia de LD) e 1 (LD
completo), em contraste com o parametro D’ que é utilizado principalmente em

estudos de genética de populagdes [152].

Em termos operativos, os estudos de associacdo genética retiram vantagem
do fenémeno de LD, porquanto, em regides de elevado LD (r* superior a 0,7), ndo
€ necessario estudar a variante causal do fenétipo em estudo para detectar a
associacdo genética. Nestes casos, infere-se que a associacdo genética
detectada € obtida através de uma variante que se encontra em LD com a
variante que causa o fenotipo em estudo. Por outro lado, a existéncia de LD nas
regides em estudo, facilita a identificacdo dos polimorfismos a estudar, visto que a
analise de um numero limitado de polimorfismos pode ser suficientemente

informativa para capturar a variabilidade genética numa regido de LD [157].

A figura 5 [151] mostra o numero minimo necessario de casos e de
controlos (tamanho minimo da amostra — TMA) para obter um poder estatistico de
95% com um erro de tipo | de 5%, assumindo que os dois alelos no locus da
doenca se encontram em equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE), para uma medida
de LD com D’ = 1, considerando uma doen¢ca com uma prevaléncia de 0,012
[151].
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Figura 5. Tamanho minino da amostra (casos e controlos) para um desenho de casos-
controlos de acordo com os valores das frequéncias alélicas dos polimorfismos. Adaptado
de Gordon e Finch, 2005 [151].

1.4.3 Genes e polimorfismos alvo

Muito recentemente, tornou-se possivel a realizacdo de estudos de
associacdo a escala gendmica (GWAS, acronimo do inglés Genome Wide
Association Studies) [146]. Esta metodologia baseia-se na andlise de dezenas de
milhares de polimorfismos genéticos em milhares de individuos e requer recursos
financeiros avultados [107]. O desenho destes estudos procura, por um lado,
analisar variantes genéticas ao longo de todo o genoma, evitando enviesamentos
na seleccdo dos loci alvo do estudo e, por outro lado, utilizar um ndmero
suficiente de casos e de controlos que garanta poder estatistico para identificar

efeitos genéticos reduzidos (OR 1,2 a 1,3).

O primeiro estudo genético da maléaria severa, incluindo a malaria cerebral,
a escala gendmica foi publicado recentemente e excepto para o caso da mutacao
HbS, ndo identificou associacdo com nenhuma outra variante de genes de
proteinas relacionadas com o eritrocito [158], nem com outras associacdes
previamente descritas com a malaria severa. Contudo, o estudo também

evidenciou novas associa¢cdes com variantes genéticas anénimas e ainda nao
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relacionadas com genes especificos, identificadas em dezanove regides
gendmicas, algumas das quais parecendo ser especificas de maléria cerebral.
Est4 assim gerada a expectativa que, num futuro préximo, a analise detalhada
deste estudo possa revelar novos factores genéticos que influenciam a
susceptibilidade/resisténcia a malaria, bem como a dos resultados de um estudo
multicéntrico que decorre em onze paises endémicos de malaria, no ambito de

um consorcio [159].

Todavia, o conhecimento acumulado na investigacdo genética da malaria
deriva sobretudo de estudos de associacdo genética dirigidos a genes e
polimorfismos alvo que sao identificados em diferentes contextos,
designadamente com base em argumentos funcionais, em analogias com o0 seu
envolvimento noutras doencas e em modelos animais de malaria. Assim, 0s
genes candidatos mais intensamente estudados estdo implicados na adesédo do
eritrocito infectado e na regulacdo da resposta imune e da inflamacdo, mas é
infrequente que sejam conhecidos genes candidatos em que esteja identificada

uma relevancia biologica inequivoca para a doenca.

Nos ultimos anos, houve um incremento de recursos tecnologicos
disponiveis para identificar e seleccionar polimorfismos genéticos. As variantes
genéticas mais frequentemente utilizadas nos estudos de genes candidatos sédo
os polimorfismos mononucleotidicos (do inglés, single nucleotide polymorphisms,
SNPs). A seleccdo dos SNPs beneficia principalmente os que se situam nas
regides codificantes dos genes, pressupondo que possam ter algum significado
funcional. E o que acontece com os SNPs que provocam alteracées no produto
da expressdo do gene. No entanto, tal como ocorre com 0s genes candidatos,
nem sempre se comprova o significado funcional de um SNP. Mesmo os SNPs
das regides nao codificantes dos genes, tais como o0os da regido promotora,

podem condicionar a regulagdo da actividade do gene [160].

Por outro lado, a seleccdo de SNPs nos genes alvo deve ter em
consideracao a estrutura de LD das regifes a estudar. De facto, a informacao
disponivel em bases de dados publicas, nomeadamente o projecto HapMap,
permite seleccionar os SNPs a estudar, tendo em conta a populacdo. Todavia,

este metodo de selecgdo néo é insensivel as diferencas étnicas que podem existir
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entre as popula¢des. Um outro aspecto a considerar é que alguns SNPs sao
conhecidos por terem uma alta probabilidade de insucesso de genotipagem.
Nestes casos, é recomendavel adicionar outros SNPs, de modo a capturar a
variacdo dessa regido, seleccionando o SNP mais préximo com um LD elevado (r?
superior a 0,7) e/lou um SNP em completo LD, usando a informagéo do projecto
HapMap, se os individuos tiveram uma ancestralidade semelhante [160]. Estes
SNPs seleccionados na base do LD (“tagSNPs” ou “htSNPs”) permitem reduzir o

namero de SNPs a genotipar na populacdo em estudo.

Aceitando a ideia de poligenismo genético que pressupde que cada
variante contribui com um efeito genético pequeno na susceptibilidade/resisténcia
a doenca, nos estudos de associacdo tem fundamento considerar o efeito
conjunto de multiplos SNPs de um dado gene ou de uma dada regido de um
cromossoma. Haplotype tagging é a abordagem usada em alguns estudos em
que se seleccionam e genotipam apenas 0os SNPs que definem os haplétipos
comuns (os tagSNPs). No entanto este método sujeita-se ndo s6 as limitacdes
inerentes a definicdo dos blocos de LD na populacdo, mas também ao facto de

muitos genes candidatos e regifes gendmicas possuirem muitos haplotipos [161].

1.4.4 Complexidade genética e a maléaria

A compreensdo da natureza complexa da susceptibilidade/resisténcia a
malaria implica a no¢do de que os efeitos das mudltiplas variantes genéticas
envolvidas deverdo actuar de forma combinada e néo isolada, interagindo entre
si, sem se afastar consideravelmente do que ocorre em condi¢cfes fisiologicas.
Deste modo, para efeitos desta tese, € apropriado abordar a interaccéo entre dois
ou mais genes na base do conceito de epistasia. Por outro lado, a manifestacao
fenotipica de um dado gendtipo num individuo, estara sujeita a influéncias que
determinardo ndo s6 a maior ou menor expressdo de uma variavel guantitativa,
mas também a qualidade do fenoétipo. Nesta assercdo, cabem os conceitos de

penetrancia e expressividade de um gene e de tragos quantitativos.
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Epistasia

Apesar de alguma controvérsia no conceito de epistasia, a sua existéncia é
amplamente aceite e reconhecida como um contribuinte importante para a
variacdo genética nos tracos complexos. De facto, alguns dos melhores exemplos

de epistasia emergem do estudo da saude humana [162].

Nesta tese, 0 conceito de epistasia restringe-se apenas ao entendido na
perspectiva da interaccdo entre genes que nao fazem parte do mesmo locus e
que, de facto, até podem estar muito afastados uns dos outros no genoma. Desta
interaccao devera resultar uma consequéncia fenotipica benéfica ou deletéria
[163].

Com a convicgéo de que a epistasia faz parte da arquitectura genética que
determinara a susceptibilidade/resisténcia as doencas comuns, as interaccoes
complexas entre 0s genes tornam-se ainda mais importantes do que os efeitos
independentes de cada gene. Independentemente do método estatistico utilizado,
paramétrico ou ndo parameétrico, para a deteccdo da epistasia nos estudos de
casos-controlos, assume-se que esta interaccdo podera fornecer dados sobre os
mecanismos e as vias envolvidas na doenca, sobretudo dos que se relacionam
com a interaccdo biolégica entre as proteinas implicadas. Todavia, ndo é féacil
fazer inferéncias bioldgicas directas a partir dos resultados de testes estatisticos.
Por um lado, é preciso ter em conta que os métodos de regressdo que se usam
servem para testar a epistasia apenas entre os loci que foram genotipados. Por
outro lado, é necessario considerar que estes loci ndo sdo necessariamente as
variantes etioldgicas da associacao a doencga, mas que se encontram em LD com
a ou com as variantes etiolégicas. Em consequéncia, provavelmente a epistasia
entre os loci genotipados se dilua comparativamente com a epistasia das
variantes etiolégicas, embora a extensdao com a qual isto ocorre dependera da
magnitude do LD. Na verdade, os estudos moleculares poderdo, mais do que a
estatistica, dar resposta as interacgdes biologicas [164].
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Penetrancia incompleta e expressividade varidvel dos genes

Quer a penetrancia, quer a expressividade, sdo medidas que servem para
descrever a diversidade da expressao fenotipica de um gene. Quando o fenétipo
distingue inequivocamente o0 genoétipo ndo mutante do gendtipo mutante, a
mutacdo tem uma penetrancia de 100%. Contudo, muitas mutagdes manifestam
uma penetrancia incompleta, isto €, nem todos os individuos com o genotipo
expressam o fendtipo correspondente. A penetrancia define-se entdo como a
percentagem de individuos com um dado alelo que exibe um fendtipo associado

aquele alelo [153].

O fenodtipo de um alelo mutante que se desenvolveu num determinado meio
ambiente pode ser semelhante ao de um individuo com o alelo ndo mutante que
teve origem num ambiente diferente. A penetrancia incompleta pode ser
consequéncia do efeito de outros genes que podem actuar como modificadores,
epistasicos ou repressores no restante genoma, impedindo assim a expressao do
fendtipo tipico. Pode acontecer também que o gene ndo tenha nenhuma funcéo e,

neste caso, o fendtipo do alelo mutante sera imperceptivel.

A expressividade mede o grau de expressdo de um dado alelo no fendtipo,
isto €, mede a intensidade de um fenoétipo. Os factores ambientais e a variacdo na
constituicdo alélica do restante genoma podem explicar a expressividade [153].

A penetrancia incompleta e a expressividade variavel podem dificultar
qualquer tipo de analise genética, incluindo a analise de familias [153]. O estudo
de alelos de baixa penetrancia nas neoplasias malignas, como doencas
complexas que sao, tem sido uma linha de investigacdo importante no interesse
de esclarecer as diferentes taxas de risco observadas em familias com mutacfes

oncogénicas altamente penetrantes [165].

O estudo de tracos quantitativos

Os tracos quantitativos sdo tracos complexos, para 0S quais a variagao
fenotipica tem uma distribuicdo continua com a variagdo da populagéo,
aproximando-se frequentemente de uma distribuicdo estatistica normal, numa

escala apropriada. A titulo de exemplos, como tracos quantitativos, 0s niveis de
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expressao génica sao fendtipos moleculares, enquanto que a pressao arterial

um fenotipo fisiolégico [166].

A apresentacdo do trago quantitativo como uma variavel continua deve-se a
complexidade genética que emerge da segregacdo de alelos em multiplos loci
[167]. O efeito de cada um destes alelos no fendtipo do traco geralmente é
relativamente pequeno e a sua expressao € sensivel ao meio. Os efeitos alélicos
também podem depender da estrutura genética e do sexo do individuo. Esta
complexidade pode fazer com que ndo haja uma clara correlacao entre o genétipo
e o fendtipo, o que significa dizer que estes tracos ndo estdo sujeitos a taxas
Mendelianas. A altura € um traco quantitativo classico. Todavia, a acondroplasia
que € uma forma de nanismo, e portanto ndo corresponde a uma variacao
fisiol6gica, resulta de uma mutacdo autossomica dominante Mendeliana no gene

do receptor 3 do factor de crescimento de fibroblasto [166].

A importancia da avaliacdo de tracos quantitativos no estudo das doencas
complexas advém do facto da susceptibilidade genética as doencas complexas
comuns como a malaria, ter na sua base uma variacdo genética quantitativa. A
identificacdo de genes que afectam os tracos quantitativos pressupde 0 prévio
mapeamento de loci que os afectam (QTL — de quantitative trait loci). Os QTL sao
regibes gendmicas nas quais segregam um ou mais alelos que afectam o traco.
Apbs o seu mapeamento, a analise centra-se em cada regiao de QTL com o
objectivo de um estreitamento ulterior dos intervalos gendmicos que contém o
gene ou 0s genes que afectam a variacao do traco. A etapa final, que é a mais

desafiadora, é a identificacdo dos genes causais.

Os SNPs estdo entre os marcadores mais frequentemente utilizados para o
mapeamento de QTLs. Se um QTL estiver associado a um SNP, entdo, em
média, os individuos com diferentes gendtipos para este SNP terdo um valor
meédio diferente do traco quantitativo. A figura 6 [168] exemplifica o efeito genético
exercido pelos gendtipos de um marcador de dois loci diferentes sobre o peso do

cerebelo de murganhos de estirpe BXD.
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Figura 6. Efeito genético de locus de traco quantitativo sobre o peso do cerebelo em

murganhos BXD. Adaptado de Airey, 2001 [168]. A andlise individual dos marcadores revelou o efeito aditivo dos

gendtipos BB em ambos os loci Cbsla (cromossoma 1) e Chs8a (cromossoma 8), promovendo a diminui¢cdo do peso do
cerebelo dos murganhos. Existe uma diferenga de 6,4 mg no peso entre as estirpes BXD com os genétipos BB (n = 9) ou

DD (n =9), em ambos os loci.

O mapeamento por associacdo, contrario ao mapeamento por linkage,
investiga a associacdo entre um marcador (por exemplo, um SNP) e diferentes
valores de um traco quantitativo em individuos ndo aparentados, retirados
directamente de uma populacdo. E imprescindivel determinar os valores do
fendtipo e os gendtipos de todos os individuos na populacdo em estudo para
todos os SNPs. Depois, utiliza-se um método estatistico para verificar, para cada
SNP, a existéncia de diferencas significativas no valor do traco quantitativo entre
os individuos com gendtipos diferentes. Se forem detectadas diferencas
significativas, entdo o QTL estard associado ao SNP. Este procedimento é
repetido para cada SNP (ou para cada par de SNPs adjacentes) para se efectuar
um estudo do genoma para os QTLs. O estudo de tecidos que se julguem
relevantes para o traco quantitativo pode fornecer algumas evidéncias

relacionadas com a funcionalidade dos SNPs. A associacdo do gene ao QTL
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pode ser corroborada por evidéncias, tais como a alteracdo da proteina e
modificagdes dos niveis de ARNm ou do ARN. [166].
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1.5 Os Genes estudados

Genes das moléculas de adesao

No cérebro, a barreira hematoencefalica (BEE), os aspectos especificos do
metabolismo celular, do transporte de metabolitos e do trafego intracelular,
caracterizam a sua microcirculacdo, distinguindo-a da existente noutros érgaos.
Contudo, a resposta da microcirculagdo cerebral a inflamagéo parece ser
semelhante a que ocorre nos outros Orgaos e tecidos, onde a activacdo e a
disfuncédo endotelial contribuem para a disfuncédo arteriolar, capilar ou venular.
Nesta resposta inflamatoria inserem-se: o stress oxidativo; a disfuncdo da barreira
hematoencefdlica manifesta por excessiva permeabilidade; o aumento de
expressdo das moléculas de adesao das células endoteliais; o recrutamento de
leucdcitos e de plaquetas circulantes e aderentes. Apesar disso, parece haver
algumas diferencas qualitativas e quantitativas na resposta especifica da
microcirculacdo cerebral a inflamacdo. No entanto, desconhece-se se tais
diferencas se devem as caracteristicas muito peculiares do endotélio cerebral ou
se sdo consequéncia da accao especifica de algumas células do tecido cerebral
e/ou das células endoteliais, no que concerne aos mecanismos de sinalizacao

molecular ou aos mediadores da inflamacgéao [169].

Estas consideracfes, que sao genéricas a qualquer processo inflamatério
cerebral, também se aplicam a infeccdo pelo P. falciparum que obviamente
implicara o acréscimo de toda a complexidade especifica da interaccao

hospedeiro-agente patogénico.

O sequestro dos eritrécitos parasitados pelo P. falciparum na
microcirculacdo cerebral, em conjunto com os leucdcitos e as plaquetas, é
considerado um dos factores chave da patogénese da malaria cerebral. Todavia
em necropsias de casos de malaria severa, o sequestro também se observa
noutros 6rgaos, tais como os pulmdes, o tracto gastrointestinal, o miocardio e o
musculo-esquelético [170, 171] e existem algumas evidéncias de que possa nao
ser exclusivo do P. falciparum [172]. O sequestro deve-se a adeséo dos eritrocitos

parasitados as ceélulas endoteliais dos capilares cerebrais e das vénulas poés-
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capilares [173, 174]. Também se verifica a adesao entre os eritrécitos parasitados
(auto-aglutinacdo), bem como aos eritrécitos normais, dando origem ao fenémeno
de “formacdo de rosetas” (rosetting) que, apesar de ndo ser especifico, é

considerado importante na patogénese da malaria cerebral [175].

A adeséo dos eritrécitos parasitados as células endoteliais € um processo
complexo, que requer a interac¢do das proteinas do parasita, que se expressam
na superficie dos eritrécitos do hospedeiro, com as proteinas do eritrGcito
(receptores de adesao) [176]. Todavia, a variedade dos receptores de adeséo do
hospedeiro leva a que o fendtipo de adesao dos eritrécitos parasitados ndo seja
homogéneo e, apesar dos varios estudos realizados, ndo existe uma correlacéo
clara entre a severidade da doenca e o fenétipo de adesdo dos eritrécitos
parasitados [177-179]. Contudo, se do lado do parasita a variacdo antigénica das
proteinas de superficie do P. falciparum (P. falciparum Erythrocyte Membrane
Protein 1- PfEMP1) justifica as diferencas qualitativas e quantitativas observadas
na ligacdo aos varios receptores [180], do lado do hospedeiro, as variacdes
genéticas nos receptores de adesdo também poderdo influenciar a expresséo do

fendtipo de adesao.

Estudos de necropsia demonstraram a expressao de algumas moléculas
de adesdo nos capilares da microcirculacdo cerebral de doentes com maléria
cerebral, designadamente CD36, ICAM-1 e E-selectina [181].

CD36 (Thrombospondin receptor)

O gene CD36 € constituido por quinze exdes e cobre uma extenséo
aproximada de 32 kb no cromossoma 7 q11.2. Este gene codifica para o receptor
CD36, que é uma glicoproteina que se expressa na superficie de varias células,
tais como plaquetas, células endoteliais, células dendriticas, macrofagos, células

hematopoiéticas, adipocitos e células musculares estriadas [182, 183].

O receptor CD36 € um dos mediadores da adesdo dos eritrocitos
parasitados pelo P. falciparum as células endoteliais e as células dendriticas
[184]. Apesar de nado estar devidamente esclarecido o papel das células

dendriticas na malaria, levanta-se a hipotese da sua adesdo aos eritrocitos
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parasitados interferir com a sua capacidade de apresentacdo dos antigénios do
parasita [185].

Na Gambia e no Quénia, foi demonstrado que os homozigéticos para o
alelo CD3671264G (dbSNP rs3211938) tinham maior um risco de progressdo para
a malaria cerebral [186]. Contrariamente, num outro estudo que incluia populacdo
do Quénia, verificou-se que a heterozigotia do mesmo alelo protegia contra a
malaria severa [187]. Na Tailandia, foi descrita associacdo entre uma sequéncia
dinucleotidica TG no intrdo 3 e a reducdo do risco de maléaria cerebral [188].
Todavia, num estudo de casos-controlos de malaria severa, maléria cerebral e
anemia severa, realizado na Gambia com 1288 individuos, incluindo trios (pais e
crianca afectada), ndo foi encontrada qualquer associagcao entre a malaria severa
e o polimorfismo CD361264G, nem com outros sessenta e nove SNPs do gene
CD36 [189].

ICAM1 (CD54)

Este gene situa-se no cromossoma 19p13.3-pl13.2 e codifica para a
glicoproteina da superficie celular, ICAM1 (CD54). Esta glicoproteina participa em
processos inflamatérios e na resposta imune mediada pelas células T,
expressando-se nas células endoteliais e nas ceélulas envolvidas na resposta
imune [190].

Num estudo de necropsia de casos de malaria cerebral constatou-se uma
expressao significativamente maior das moléculas de adeséo ICAM 1 e de E —
selectina nos capilares cerebrais que evidenciavam sequestro dos eritrécitos
parasitados [181]. Em estudos realizados in vitro, verificou-se que o polimorfismo
ICAM-1Kilifi (dbSNP rs5491), que é relativamente comum em populagbes
africanas de areas endémicas de malaria, reduz a adesédo do parasita ao
endotélio [191]. Estas constata¢gdes motivaram a realizagdo de varios estudos de
casos-controlos que testaram a associacdo entre o polimorfismo ICAM-1Kilifi e a
malaria severa, incluindo a malaria cerebral. Contudo, os resultados revelaram-se
algo confusos: no Quénia, este polimorfismo conferia susceptibilidade a malaria

cerebral [191] e no Gab&o evidenciou-se como um factor de resisténcia contra a
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malaria severa [192]. Em estudos ulteriores, realizados com populacbes da
Gambia, do Malawi e do Quénia [193, 194], bem como do Senegal [195], néo foi
encontrada nenhuma associa¢do. Mais recentemente ainda, na india, foi descrito
que um outro SNP do gene ICAM1 conferia um maior risco de progressao para a

malaria severa [196].

PECAM 1 (CD31- Platelet/endothelial cell adhesion molecule)

O gene PECAML1 localiza-se no cromossoma 17g23 [197] e codifica para a
molécula de adesdo PECAM1 que o P. falciparum utiliza como receptor para se

ligar as plaquetas e as células endoteliais [176].

Estudos de associagéo realizados em Papua-Nova Guiné e no Quénia nao
revelaram associacao entre a malaria severa e um polimorfismo comum da regido
codificante no codao 125 (Leu—Val / dbSNP rs668) [198]. Todavia, num estudo
realizado na india, verificou-se que o alelo G do SNP rs668 era um factor de
maior risco para a malaria severa na regido endémica, engaunto que na regido
ndo endémica era protector [196]. Na Tailandia, foi descrita associacdo entre um
haplétipo do gene PECAM1 e susceptibilidade a malaria cerebral,

comparativamente com outras formas de maléaria severa [199].

1.5.1.1Genes da imunidade inata

Da investigacdo dirigida a imunidade na malaria, retira-se a ideia
consensual de que a eficacia da resposta imune depende da rapida inducdo de
uma resposta intensa mediada por citocinas pré-inflamatérias e de mecanismos
efectores capazes de controlar atempadamente a replicacdo do parasita,
promovendo a sua subsequente eliminacéo e a resolucdo da infeccao [200].

A importancia da imunidade inata, na definicdo da resposta subsequente
da imunidade adaptativa na fase eritrocitica da infeccao pelo Plasmodium, parece
irrefutavel. Considera-se que o principal papel da imunidade inata seja a producao

de citocinas imunorreguladoras, como a interleucina — 12 (IL-12) e o interferéo
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gama (IFNy) que sendo cruciais para o desenvolvimento de respostas imunes tipo
Thl envolvem células CD4 +, células B e células efectoras. Estas medeiam a
resposta imune adaptativa celular ou a dependente de anticorpos ou a

dependente de anticorpos [201, 202].

NOS2 (Nitric oxide synthase 2, inducible)

O gene NOS2 localiza-se no cromossoma 17q11.2-q12, cobrindo uma
extensdo de 37 kb e codifica para a enzima indutora oOxido nitrico sintetase
(INOS2) que se expressa no figado em resposta a agentes patogénicos e a
citocinas inflamatorias [203]. A enzima iINOS2 promove a oxidagéo catalitica da L-
arginina, produzindo o 6xido nitrico, que é um radical livre de semi-vida curta, com

accao microbicida [204].

A actividade anti-Plasmodium do 6xido nitrico foi evidenciada in vitro, quer
em culturas de hepatdécitos primarios humanos infectados com P. falciparum, quer
em culturas de hepatécitos de murganhos (BALB/c) infectados com P. yoelii [205].
Num estudo de casos-controlos, demonstrou-se uma maior expressao génica de
NOS2 nos casos de malaria ndo complicada do que nos doentes com maléaria
complicada e sugeriu-se que o Oxido nitrico exercia um papel benéfico na
eliminacéo do parasita [206]. Existe também evidéncia de que o 6xido nitrico inibe
a adesdo dos eritrécitos parasitados pelo P. falciparum e, deste modo, protege
contra a malaria cerebral [207]. No Gabéo, foi descrita associacdo entre o alelo
NOS2A-954C (dbSNP rs1800482) e proteccdo contra a malaria severa [208, 209].
Contudo, esta associagdo nao foi reproduzida na Tanzénia [210]. Um outro SNP
localizado na regido promotora do NOS2A (-1173 C—T) (dbSNP rs9282799) foi
associado na Tanzénia e no Quénia a proteccdo contra a maléaria cerebral e a
anemia severa da malaria [211]. Na Gambia, foi descrita associacdo entre um
microssatélite do gene NOS2 e o maior risco de morte por malaria severa [212].
Num estudo de casos-controlos com populacdo gambiana, verificou-se que o
polimorfismo NOS2A-1659T (dbSNP rs8078340) e um haplotipo definido pelo
mesmo SNP aumentavam o risco de malaria cerebral; esta associacdo foi

reforcada pelo TDT efectuado em 334 criancas [213]. Na india, foi descrita
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associacdo entre um maior numero de repeticbes de um microssatélite CCTTT da

regido promotora do NOS2 e susceptibilidade a malaria cerebral [214].
TLR4 (Toll-like receptor 4)

Este gene situa-se no cromossoma 9g32-g33; a proteina codificada por
este gene, o receptor TLR4, pertence a familia dos receptores Toll-like, que séo
componentes importantes da imunidade inata, e expressa-se principalmente na
placenta e na subpopulacdo mielomonocitica dos leucécitos [215]. Os receptores
Toll-like desempenham um papel central no reconhecimento dos padrdes
moleculares associados aos agentes patogénicos (PAMPs — acronimo do inglés
Pathogen-associated molecular patterns) e medeiam a producdo de citocinas

necessarias ao desenvolvimento de uma imunidade eficaz [216].

A importancia do glicosilfosfatidilinositol do P. falciparum na indugéo de
respostas proé-inflamatérias foi sugerida por estudos em modelos animais
(murganhos). Constatou-se que in vitro, o glicosilfosfatidilinositol induzia a
expressdo de moléculas de adesédo (ICAM1, VCAM1 e E-selectina), bem como a
producdo de citocinas pré-inflamatérias (IL-1 e TNF) e do 6xido nitrico [217].
Murganhos previamente imunizados com glicosilfosfatidilinositol e posteriormente
infectados com P. berghei mostraram-se resistentes as manifestacdes de maléria
severa [218]. Em murganhos com deficiéncia de receptores Toll-like ndo se

verificou proteccao contra a maléria cerebral [219].

Num estudo de casos-controlos realizado no Gana concluiu-se que SNPs
do gene TLR4, Asp299Gly — dbSNP rs4986790 — e Thr399lle — dbSNP
rs4986791, aumentavam o risco de desenvolver malaria severa em 1,5 e 2,6
vezes, respectivamente [220]. Contudo, estas evidéncias de associacao entre
SNPs de TLR e maléaria severa nao foram detectadas em grandes coortes (> 6000
individuos) de populacdes do Malawi e da Gambia, que incluiam estudos em
familias [221].

MBL2 [Mannose-binding lectin (protein C) 2, soluble (opsonic defect)]

Este gene situa-se no cromossoma 10g11.2-g21 e codifica para a proteina
sérica lecitina de ligagdo a manose (MBL). A MBL é uma proteina oligomérica
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solavel, produzida principalmente no figado, que pertence a superfamilia das
lectina do tipo C. Estas proteinas participam na adeséo celular, na activacdo das
plaguetas e do complemento, no reconhecimento de agentes patogénicos, na

endocitose e na fagocitose [222].

A participagdo da MBL na imunidade inata caracteriza-se pela sua ligagéo
aos carbohidratos da superficie de muitos agentes patogénicos, tais como a
manose, a N-acetil-glucosamina, N-acetil-manosamina, glucose e a L-fucose,

podendo também activar a via classica do complemento [223].

Estudos de casos-controlos realizados no Gabao e no Gana demonstraram
que polimorfismos do gene MBL aumentavam o risco de malaria severa,
causando alguns deles niveis séricos baixos da proteina [224-226]. Todavia, na
Gambia nao se verificou nenhuma associacao entre a malaria severa e variantes
do gene MBL [227].

CR1 [Complement component (3b/4b) receptor 1 (Knops blood group)]

Este gene localiza-se no cromossoma 1q32 e codifica para uma
glicoproteina de membrana de tipo 1, o CR1, que € um membro da familia dos
receptores da activacdo do complemento. A proteina CR1 existe nos eritrocitos,
nos leucdcitos, nos poddcitos glomerulares e nas células dendriticas foliculares
esplénicas; medeia a ligacdo celular a particulas e a complexos imunes que
activam o complemento. Nesta glicoproteina, situam-se os antigénios do sistema

do grupo sanguineo Knops [228].

O receptor CR1 é valorizado na fisiopatologia da maléria cerebral por
participar num dos mecanismos do fendmeno de “formagédo de rosetas” que é
promovido por alguns clones do P. falciparum, através da ligacéo a proteina do P.
falciparum PfEMP-1 [229, 230].

Os niveis plasmaticos de CR1 sao determinados geneticamente. Em
Papua-Nova Guiné, area endémica de maléaria, cerca de 80% da populacdo
saudavel tem niveis plasmaticos baixos de CR1 [231]. Alguns polimorfismos
genéticos de CR1 relacionados com o défice plasmatico do receptor CR1

associam-se nao so a proteccao contra a malaria severa, mas também com a a+
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talassémia, que também é altamente prevalente nesta populacdo. Num estudo de
casos-controlos, foi comprovado que a proteccdo que tais polimorfismos
conferiam contra a malaria severa era independente da exercida pela o+
talassémia [231]. Estudos realizados na Gambia, ndo evidenciaram associagao
entre a maléria severa e polimorfismos do gene CR1 [193, 232]. No Quénia,
verificou-se que polimorfismos do gene CR1 conferiam resisténcia contra a
maléria cerebral [233]. Na Tailandia, verificou-se que o aumento da expressédo da
proteina CR1 do eritrécito estava associado a um alelo do gene CR1 localizado
na regido promotora que protege contra a malaria severa [234]. Num estudo
realizado na india concluiu-se que existia uma correlacdo entre polimorfismos do
gene CR1 que determinam o nivel de expressao do receptor CR1 nos eritrocitos,
a endemicidade da malaria e o risco de malaria severa. Os individuos das areas
nao endémicas com niveis baixos do receptor CR1 eram mais susceptiveis a

malaria severa [235].

1.5.1.2Citocinas, receptores de citocinas e outros mediadores da inflamacéao

A activacdo das células endoteliais condicionada pela interaccdo com o0s
eritrocitos parasitados, pode levar a inducdo de uma variedade de citocinas e de
outros mediadores inflamatorios [34]. A resposta inflamatéria que o parasita induz
no hospedeiro é um factor critico para a patologia da malaria [236]. Os modelos
experimentais de malaria cerebral sugerem um papel importante do equilibrio
entre as citocinas Thl e Th2 nas complicacdes associadas a maléaria cerebral
[237]. Os estudos genéticos de malaria cerebral em humanos tentam dar suporte
a esta perspectiva, pretendendo-se demonstrar que o excesso de citocinas proé-
inflamatoérias ou o défice de citocinas anti-inflamatérias originado por factores
genéticos, possam explicar os diferentes graus de susceptibilidade as formas

severas de malaria [238].

TNF [Tumor necrosis factor (TNF superfamily, member 2)]

O gene TNF situa-se no cromossoma 6p21.3 e codifica para a citocina

factor de necrose tumoral (TNF) [239]. Os efeitos bioldgicos da citocina codificada
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por este gene e a localizacdo gene TNF, na regido da classe Ill do Complexo
Major de Histocompatibilidade (MHC), cerca de 250 kb centroméricas do locus do
HLA-B e 850 kb teloméricas do locus do HLA-DR, tém motivado a investigacao de
polimorfismos no locus do gene TNF que poderiam contribuir para associacdes do
MHC a doencgas infecciosas. Esta assercao aplica-se particularmente a doengas
como a malaria, nas quais se tem demonstrado que niveis plasméaticos elevados
da citocina TNF sdo preditivos de pior prognostico [240]. Provavelmente, a
citocina TNF represente uma parte da resposta protectora normal a malaria,
podendo ser induzida pela invasdo associada ao glicosilfosfatidilinositol e as
proteinas 1 e 2 de superficie do merozoito (MSP-1 e MSP-2). Por outro lado, a
citocina TNF induz a expressdo da molécula de adesdo ICAM — 1 no endotélio
cerebral [35].

Estudos clinicos demonstraram uma associacao positiva entre os niveis da
citocina TNF e a gravidade da maléaria [240-242]. Varios estudos genéticos
correlacionaram polimorfismos do gene TNF com a malaria cerebral. Na Gambia
as criancas homozigéticas para o alelo TNF-308A (dbSNP rs1800629) tinham um
risco relativo de 4,0 para a malaria cerebral e de 7,7 para a morte e sequelas por
malaria cerebral [243]; verificou-se que a associacdo a doenca era independente
da variacédo das classes | e Il de HLA. Num estudo ulterior, utilizando a mesma
amostra, concluiu-se que a anemia severa e a malaria cerebral se associavam a
alelos diferentes [244]. Em estudos de casos-controlos com criancas da Gambia e
do Quénia constatou-se que o alelo TNF-376A (dbSNP rs1800750) conferia um
risco 4 vezes maior de progressao para a malaria cerebral [245].

IL-10 (Interleukin 10)

O gene IL-10 localiza-se no cromossoma 1g31-32 e codifica para a
interleucina 10 (IL-10) que é uma citocina importante na limitagdo da resposta

inflamatoria [246].

Embora se tenha demonstrado que a interleucina-10 (IL-10) protege
contra a malaria cerebral experimental [247], o papel desta citocina

imunossupressora na maléaria cerebral em humanos ainda néao foi devidamente
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explorado. A medicdo dos niveis plasmaticos de IL-10 em doentes com anemia
severa da malaria ndo tem revelado resultados sobreponiveis, sendo descritos
como baixos nuns casos e elevados noutros. No Mali, foram detectados niveis
plasmaticos elevados de IL-10 associados a malaria cerebral, comparando com

controlos saudaveis e com controlos com malaria ndo complicada [248, 249].

Num estudo de casos-controlos realizado na Tailandia, que incluia doentes
com malaria cerebral, o polimorfismo da regido promotora -1082G/A que afecta a
producado de IL-10, ndo revelou qualquer associacdo a malaria severa, [250]. Na
Gambia, nao foi encontrada associacdo entre a malaria severa e nenhum dos dez
SNPs estudados no gene IL-10. Contudo, o estudo de associa¢édo haplotipica de
casos-controlos revelou que um haplétipo do gene IL-10 reduzia
significativamente o risco de malaria severa, resultado que o estudo familiar de

desequilibrio de transmissédo ndo confirmou [251].

IL10 RB (Interleukin 10 receptor, beta)

O gene IL10RB juntamente com os genes IFNAR1, IFNAR2 (interferon
alpha, beta and omega receptor 2) e IFNGR2 (interferon gamma receptor 2) forma
um cluster de genes dos receptores das citocinas da classe Il do interferdo no
cromossoma 21 (21g22.1-g22.2; 21g22.11). A proteina codificada pelo gene
ILIORB é um receptor indispensavel a transducc¢éo do sinal induzido pela citocina
IL-10 em coexpressdo com o receptor IL1ORA (Interleukin 10 receptor, beta)
[246].

Estudos de associacdo de casos-controlos com polimorfismos do gene
ILLORB efectuados em popula¢gbes do Quénia e da Gambia concluiram que a
presenca do alelo mutante de alguns polimorfismos estudados (dbSNPs
rs3171425 e rs1058867) aumentava significativamente o risco de maléaria

severa, comparando com controlos saudaveis [252].

IFNARL1 [Interferon (alpha, beta and omega) receptor 1]
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Este gene localiza-se no cromossoma 21g22.11 e codifica para uma
proteina de membrana do tipo | que forma uma das duas cadeias de um receptor

para os interferdos alfa e beta [253].

Um estudo com modelos animais de malaria (murganhos) demonstrou que
a parasitemia era mais baixa nos animais infectados com P. yoelii que tinham sido

tratados com um hibrido humano recombinante de interferdo alfa [254].

Na Géambia, foi descrito que certas variantes genéticas do IFNAR1
protegiam contra a malaria cerebral [255]. Um estudo de casos-controlos de
malaria severa com populacdes do Quénia, da Gambia e do Viethame, evidenciou
qgue a presenca do alelo mutante de certas variantes do gene IFNAR1 conferia

susceptibilidade a malaria severa [252].

HMOX1 [Heme oxygenase (decycling) 1]

O gene HMOX1 localiza-se no cromossoma 22q13.1 e codifica para as
duas isoenzimas heme oxigenase 1 indutiva (HO-1) e heme oxigenase 2
constitutiva (HO-2). Devido as suas propriedades anti-inflamatorias e anti-
oxidantes, a enzima HO-1 preserva a homeostase vascular, incluindo a protecc¢éo
das células endoteliais contra a toxicidade do heme, que € um dos indutores da
sua expressao [256].

Cada eritrocito infectado por P. falciparum pode libertar aproximadamente
40% da sua hemoglobina que sera imediatamente oxidada, com a consequente
libertacdo do heme, que € uma molécula com accdes pro-oxidante e proé-
inflamatéria, toxica, tanto para o parasita, como para o hospedeiro. O parasita
polimeriza o heme, convertendo-o num produto ndo toxico, a hemozoina [257]. As
células do hospedeiro aumentam a produgcdo da enzima HO-1 que degrada o
heme em biliverdina, monéxido de carbono e ferro 2+, sendo a biliverdina

convertida em bilirrubina por acgéo da biliverdina redutase [258].

Estudos de malaria em murganhos sugeriram ndao s6 que o heme livre
exerce um papel crucial na patogénese da malaria cerebral experimental, mas
também que a sua degradacéo pode protegé-los, evitando a resposta inflamatoria

que destruiria a barreira hematoencefalica [259].
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Foram descritos niveis elevados da enzima HO-1 no granuloma de Durck,
[260], uma alteracdo histopatolégica da maléaria cerebral grave [261]. Embora até
ao momento ainda ndo esteja determinado o papel da HO-1 na patogénese da
malaria cerebral, cada vez mais se admite que 0os mecanismos protectores do
hospedeiro séo criticos na determinacdo da evolucdo da malaria para a malaria
cerebral [262, 263].

Um estudo de casos-controlos em Myanmar (Tailandia - grupo étnico
Karen), que incluia 30 doentes com malaria cerebral e 120 controlos com maléaria
nao complicada sugeriu a associacao entre o comprimento dos microssatélites GT
na regido promotora do gene HMOXL1 e a apresentacdo clinica da maléaria, sendo
a frequéncia dos homozig6ticos para os alelos com menos do que 28 repeticdes
significativamente mais elevada nos doentes com malaria cerebral dos que nos
controlos [264].

HP (Haptoglobin)

Este gene situa-se no cromossoma 16g22.1 e codifica para uma pré-
proteina que origina as cadeias alfa e beta que compéem a haptoglobina. Esta
liga-se a hemoglobina livre do plasma, permitindo o acesso de enzimas cataliticas
[265].

A ahaptoglobinemia e a hipohaptoglobinemia devem-se a mutagbes na
regido estrutural do gene HP e/ou nas suas regides reguladoras. No Gana, 0s
polimorfismos da regido promotora do gene HP, A-61C (dbSNP rs5471) e C-101G
(dbSNP rs5470) foram associados a ahaptoglobinémia e a hipohaptoglobinémia,

em amostras de individuos sem malaria, respectivamente [266].

Os estudos de associacdo efectuados na Africa subsaariana entre
polimorfismos da regido promotora do gene HP e a malaria severa tém produzido
resultados diferentes. Na Gambia, ndo foi observado nenhum tipo de associacao,
enquanto que no Suddo e no Gana foram descritas associacdes entre

polimorfismos do gene HP e um maior risco para a malaria cerebral [267-269].
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1.6 Estudo Genético de Sindromes de Malaria Severa em

Angola

A intrincada interac¢cdo dos factores genéticos do hospedeiro com os do
parasita, num determinado meio ambiente, condiciona os estudos de genética da
malaria. Toda esta interaccéo contribui para determinar a apresentacao clinica e a
evolucdo da malaria que varia desde manifestacdes frustres facilmente resolvidas
pelo hospedeiro, até as formas complicadas e potencialmente fatais da malaria
severa. Nas areas de elevada endemicidade e de alta transmisséo, os diferentes
polimorfismos genéticos podem ainda influenciar ndo sO6 o risco de
desenvolvimento de parasitemia em individuos expostos ao parasita, mas

também o risco de um individuo com parasitemia desenvolver a doenca.

A diversidade étnica das populacbes e a heterogeneidade geografica dos
factores de susceptibilidade/resisténcia observadas nas regibes endémicas
levantam dificuldades adicionais ao desenho dos estudos genéticos da malaria. A
realizacdo destes estudos confronta-se ainda com dificuldades préticas, quando
se pretende incluir a identificacdo e a analise de familiares de doentes com

malaria.

1.6.1 Amostragem no estudo genético da maléaria

Os estudos genéticos para a deteccao de factores de resisténcia a infeccéo
pelo Plasmodium comparam individuos com e sem infec¢cdo assintomatica. Esta
pesquisa realiza-se nas comunidades, em regime ambulatério e baseia-se na
avaliacdo da parasitemia, que € uma variavel quantitativa. Os estudos genéticos
da malaria ndo complicada, igualmente realizados nas comunidades, incluem
também a quantificacdo da parasitemia, mas requerem ainda a presenca de febre
que € outra variavel quantitativa. Avancando na escala de complexidade dos
estudos genéticos da maléaria, depara-se com a diversidade clinica da malaria
severa (fenoétipo), que se apresenta com multiplas complicagcfes. Por sua vez, o
fendtipo malaria severa manifesta-se sob a forma de varias sindromas (sub-
fendtipos), como é o caso da maléaria cerebral. Esta avaliagdo do fenotipo maléaria
severa, que € uma variavel qualitativa e dos seus sub-fenétipos, tais como a
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malaria cerebral e outros, s6 é concretizavel com estudos efectuados em doentes
internados [112].

A realizacdo de um estudo de associacao genética em meio hospitalar estara
sujeita a dinamica propria da instituicdo, ndo sendo despiciendos 0s seus
recursos administrativos e outros referentes a assisténcia médica e aos cuidados
de enfermagem. Deste modo, a investigacdo ndo se poderd dissociar dos
procedimentos relacionados com o registo dos doentes, arquivo dos processos
clinicos e obtencdo de dados estatisticos, bem como dos recursos para a
realizacdo de exames complementares de diagndstico. Nos casos de doencas
graves, como a maldria severa, acresce ainda a necessidade de cuidados
assistenciais que requerem equipamento de suporte e de monitorizacdo de
funcdes vitais, bem como pessoal com capacidade para efectuar uma
monitorizacdo apertada do estado clinico e actuar prontamente com cuidados

gerais e especificos, incluindo a administracéo de terapéutica indicada.

Apesar do grande 6nus dos estudos hospitalares, ao recrutar cem criangas
com maléria severa, estar-se-a efectivamente a retira-las de um universo de
provavelmente 10 000 criang¢as que vivem nas areas circunvizinhas do hospital,
com os niveis mais baixos de proteccdo contra a malaria severa, o0 que enriquece

a amostra para os efeitos genéticos fortes [112].

Uma parte consideravel dos estudos genéticos de maléaria cerebral nem
sempre individualiza os casos de maléaria cerebral, incluindo-os no fendétipo
malaria severa, por ser comum a coexisténcia de varias complicacdées no mesmo
doente. Por outro lado, os controlos sdo doentes com malaria ndo complicada,
doentes sem malaria ou ainda individuos assintomaticos néo infectados. Com
este tipo de desenho de estudo, torna-se dificil distinguir se os efeitos genéticos
detectados representam factores de risco de severidade da malaria ou se séo
factores de risco especificos para o desenvolvimento de complicagées da malaria

severa, tais como a malaria cerebral.
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1.6.2 Desenho do estudo

O principal objectivo desta tese consistiu em identificar variantes genéticas
que aumentem ou diminuam especificamente o risco de progressao da malaria
severa para a sindroma de malaria cerebral, permitindo distinguir a maléaria
cerebral de outras formas de malaria severa. O estudo pretende distinguir factores
genéticos especificos da sindrome maléaria cerebral de factores que, ndo sendo
especificos da evolugdo para a malaria cerebral, contribuam para a

susceptibilidade/resisténcia a maléria severa.

Para identificar factores genéticos especificos de malaria cerebral,
desenhou-se um estudo de casos-controlos comparando criangas com malaria
cerebral (casos) com criangcas com malaria severa, mas sem manifestacdes
clinicas de malaria cerebral (controlos). Adicionalmente, os casos de maléria
cerebral sdo comparados a criangas de outros dois grupos controlo: criangas com
malaria ndo complicada e criancas nao infectadas. Serdo considerados factores
de risco especifico de malaria cerebral, os que forem exclusivamente detectados
no estudo comparativo entre os casos de malaria cerebral e os controlos com
malaria severa nao cerebral. Factores genéticos que sejam detectados na
comparacao entre os casos de malaria cerebral e os controlos de malaria néo
complicada e/ou néo infectados serdo caracterizados como factores inespecificos

de maléria cerebral.

Tendo em consideracdo a grande diversidade genética das populacdes
africanas e sendo desconhecido o grau de mistura étnica na regido onde ocorreu
o recrutamento dos pacientes, poderdo obter-se resultados falsos positivos
devidos a associa¢cfes espurias. Assim, recorreu-se a abordagem complementar
de analisar o desequilibrio de transmissdo alélica, como forma de excluir a
estratificacdo genética da populagdo que poderad ser um factor enviesante do
estudo. Deste modo, o TDT é utilizado para confirmar se a transmisséao alélica de
marcadores associados a malaria cerebral esta efectivamente desviada no grupo
dos casos ou, ndo sendo possivel detecta-la no casos, verificar de forma indirecta
o efeito dos marcadores através da transmissdo alélica nos controlos. A

impossibilidade de garantir em todos os pacientes a colheita de amostras de
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sangue de ambos os progenitores, levou a que se adoptasse a solucdo de utilizar

apenas 0s genotipos das maes para o estudo da distor¢cao da transmissao.

Neste estudo, a seleccdo de genes candidatos e de polimorfismos (SNPs)
baseia-se no conhecimento a priori do envolvimento do gene na patogénese da
malaria cerebral que frequentemente resulta de estudos da malaria cerebral
experimental em modelos de malaria com murganhos, cuja extrapolacao directa

para a malaria cerebral humana deve ser feita com reservas [247, 259, 270, 271].

Angola é um pais endémico de malaria, onde coexiste uma elevada
prevaléncia da HbS [272, 273], sendo a malaria uma das causas mais importantes

de morbilidade e de mortalidade em criangas menores de cinco anos [274].

Angola situa-se na parte ocidental da costa atlantica da Africa Austral,
fazendo fronteira a norte com a Republica do Congo, a norte e a nordeste com a
Republica Democréatica do Congo, a sudeste com a Zambia e a sul com a
Namibia. Tem 1 246 700 km? de superficie e 8,3 habitantes/km?, para uma
populacdo estimada em dezasseis milhdes, distribuidos por dezoito provincias e
164 municipios. Mais de metade da populacdo é constituida por criancas com
menos de quinze anos de idade e 25% destas tem menos do que cinco anos.
Luanda, a capital, situa-se a noroeste, no litoral, com uma populacdo estimada em

trés milhdes.

Segundo o relatério da UNICEF sobre a “Situagcdo Mundial da Infancia
2008”, no ano de 2006 a taxa de mortalidade infantil abaixo dos cinco anos de

idade em Angola foi de 250 mortes por 1000 nados vivos [275].

De acordo com os dados do Servico Nacional de Vigilancia Epidemiol6gica
— Programa Nacional de Controlo da Malaria (PNCM) (http://malaria-
angola.com/Malaria.aspx) do Ministério da Salude de Angola (2005), anualmente
séo notificados mais de um milh&o e 500 mil casos clinicos de malaria, com uma
letalidade em criancas menores de 5 anos que varia entre os 15-30%. Em 2008,
foram notificados trés milhdes de casos de malaria ndo complicada, 200 000
casos de malaria grave e nove mil mortes provocadas pela malaria. As gravidas
também representam um grupo em elevado risco de desenvolver complicacdes

da malaria.
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Do ponto de vista de distribuicdo da endemicidade em Angola (Figura 7)
[276], a malaria é hiperendémica no norte e mesoendémica com transmissao
estavel, no litoral centro. As 4 provincias do sul que fazem fronteira com a
Namibia (Namibe, Cuando Cubango, Cunene e Huila) tém uma transmissao
predominantemente sazonal e sdo consideradas de risco epidémico. Luanda é
uma provincia de risco epidémico, com periodos de alta transmissé@o durante 4 a
7 meses, de Outubro a Maio, coincidentes com a maior pluviosidade e periodos
de baixa transmissdo, de 4 meses na estacdo seca, de meados de Maio a
Setembro (Plano estratégico nacional para o controlo da malaria em Angola 2005-
2009; PNCM). Durante a estacdo das chuvas, o clima €& humido, com
temperaturas que variam entre os 25° e os 30°C e na estacdo seca as
temperaturas médias descem para valores entre os 18° e os 22°C (Instituto

Nacional de Metereologia e Geofisica de Angola).

7

O principal vector da malaria em Angola é a fémea do mosquito do
complexo Anopheles gambiae (sensus lactus, arabiensis e melas) e Anopheles
funestus. O P. falciparum é a espécie mais comum, causando 90% de todas as
infeccbes, seguido do P. vivax (cerca de 7%) e do P. malariae (1%) (Plano

estratégico nacional para o controlo da malaria em Angola 2005-2009 - PNCM).
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Figura 7. Modelo de distribuicdo da malédria em Angola. Adapatado de MARA/ARMA
collaboration (http://www.mara.org.za). Craig, M.H. et al. 1999 [276].

Angola integra os paises que subscreveram a Declara¢édo de Abuja sobre o
Programa Roll Back Malaria (RBM), na cimeira dos Chefes de Estado da
Organizacdo da Unidade Africana em 25 de Abril de 2000 (Plano estratégico
nacional para o controlo da malaria em Angola 2005-2009; PNCM). Um dos
objectivos do RBM é a reducéo para metade do numero de ébitos por malaria, até
ao ano de 2010. O Ministério da Saude de Angola, através do PNCM, em parceria
com agéncias das Nacdes Unidas e com outras instituicbes nacionais e
internacionais, definiu um plano estratégico para vigorar de 2005 a 2009, que visa
reduzir a prevaléncia da malaria em Angola, nos proximos quatro anos, de trés
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milnbes de casos clinicos para 900 000 casos. Este plano estratégico
compreende as seguintes medidas e actividades:

o Programa de gestdo e desenvolvimento de sistemas;

o Vigilancia, Informacéo e Pesquisa;

o Promocéo da saude, Mobilizagdo comunitéria e Advocacia,

o Resposta as emergéncias e epidemias;

o Controlo integrado do vector e manuseio da proteccao individual;

o Diagnostico e manuseio dos casos e aprovisionamento

adequado de medicamentos.

A maioria da populacdo de Angola descende de povos de origem bantu e
distribui-se por nove grandes grupos etnolinguisticos, designadamente: Kikongo,
(Noroeste); Kimbundu (Centro-Oeste); Oxiwambo (Sudoeste); (oxikwanyama e
oxindonga); Luvale (Leste); Lunda-cokwe (Nordeste); Ngangela e Oxiherero
(Sudeste); Umbundu, (Centro - Sudoeste) e Olunyaneka-Nkhumbi (Sud-Centro-
oeste). De salientar, porém, que outras componentes surgem da miscigenacao
qgue, desde cedo, comecou a existir, primeiro entre diversos grupos que migraram
para o territorio e, posteriormente, com europeus (principalmente portugueses)
durante o periodo da coloniza¢do. O grupo étnico Kimbundu caracteriza-se por
um maior grau de miscigenacao, particularmente na zona de Luanda. Existem

contudo alguns povos ndo bantu e um nimero consideravel de europeus.

Durante a guerra civil que se verificou no Pais, gerou-se um movimento
migratorio de populagdes do interior para o litoral. Em consequéncia, constata-se
actualmente em Luanda, a presenca de representantes de quase todos 0s grupos

etnolinguisticos.
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2. OBJECTIVOS

2.1 Objectivo Geral

Esta tese teve como objectivo geral a identificacdo de determinantes
genéticos que estejam associados especificamente a maléaria cerebral e a outras

formas de malaria severa na populacéo infantil angolana.

2.2 Objectivos Especificos

Nesta tese pretendeu-se identificar e discriminar, exclusivamente no
contexto da malaria severa, variantes genéticas que aumentem ou diminuam o
risco de progresséo para a sindroma de malaria cerebral, permitindo deste modo

distinguir a malaria cerebral de outras formas de maléaria severa.

Assim, o estudo focou-se na analise de genes e polimorfismos que tém sido
correlacionados com a susceptibilidade ou resisténcia a diferentes formas de

malaria severa, com o objectivo de:

a. Distinguir factores genéticos que especificam formas cerebrais e formas

nao cerebrais de malaria severa;

b. Identificar factores genéticos de severidade da maléria.
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3. DOENTES E METODOS

3.1 Aprovacdo Etica e Consentimento Informado

Neste estudo participaram 749 criangcas dos 6 meses aos 13 anos de
idade, todas residentes em Luanda. Todos os procedimentos relacionados com a
amostragem e com as colheitas das amostras biolégicas dos participantes
realizaram-se no Hospital Pediatrico David Bernardino (HPDB) em Luanda, apés
aprovagdo do Comité de Etica do HPDB que foi homologado pelo Ministério da
Saude de Angola (Anexol). O Conselho de Etica da Faculdade de Medicina de
Lisboa aprovou o desenho do estudo (Anexo 2). A inclusdo no estudo exigia o
prévio consentimento informado escrito dos pais ou do representante da crianca.
O modelo de consentimento informado foi redigido em portugués, sendo traduzido
oralmente, sempre que necessario, para a lingua materna do interlocutor
(Apéndices 1 e l1la). O estudo respeitou os principios éticos da Declaracdo de
Helsinquia [277].

3.2 Desenho do Estudo

Tendo em mente o0s objectivos da tese, desenhou-se um estudo
caso/multiplos controlos, em que os casos de malaria cerebral (MC) foram
estudados por contraste com trés grupos controlo: i) doentes com formas nao
cerebrais de malaria severa (SnC) ii) doentes com formas ndo complicadas de

malaria (MnC); iii) criancas assintomaticas nao infectadas (NIF).

A figura 8 representa esquematicamente o desenho do estudo de casos
(MC) versus controlos (SnC, MnC e NIF).
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Malaria Cerebral
MC =130

Factores de risco
especificos de

Factores de risco nédo malaria cerebral Factores de risco nédo
especificos de malaria especificos de malaria
cerebral cerebral

X

Malaria nao
complicada

Assintomaticos
nao infectados

NIF = 319

Malaria severa

nao cerebral
SnC = 158

MnC = 142

Figura 8. Representacao esquemaética do desenho do estudo de casos-controlos.

Este desenho do estudo permite a interpretacdo do papel de eventuais sinais

de associa¢do na patogénese e na evolucao natural da doenca:

a) Qualquer variante genética que seja detectada exclusivamente na
comparacao dos casos MC com os controlos SnC sera classificada como um
factor especifico da sindroma maléaria cerebral. Nesta condicdo, a atribuicéo
de especificidade a variante genética detectada, fundamenta-se no facto de tal
variante exercer o seu efeito apenas no contexto da maléaria severa, permitindo
distinguir os doentes que evoluem para a malaria cerebral (MC) dos doentes com

outras manifestagdes de malaria severa que nao de maléaria cerebral (SnC).

b) Qualquer factor que para além de ter sido detectado na comparagédo dos
casos MC versus controlos SnC, também seja detectado na comparacdo dos
casos MC com os controlos MnC e/ou NIF, sera interpretado como um factor que
actua em diferentes estadios da progressédo da doenca e sera considerado como

um factor ndo especifico de maléaria cerebral.
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Todavia, se os sinais de associacao forem detectados apenas entre 0s casos
MC e/ou os controlos MnC e NIF, investigar-se-8o eventuais sinais de associacao,
comparando os doentes com maléria severa nao cerebral (SnC) com os controlos
MnC e NIF. Caso se detecte associacao nestas comparagdes (SnC versus MnC
e/ou NIF) classificar-se-do as variantes implicadas como factores de severidade
de maléaria. Pelo contrario, a inexisténcia de qualquer sinal de associacao nesta
altima comparacao (SnC versus MnC e/ou NIF) confirmara a designacao de factor
nao especifico de malaria cerebral. Existe a opcao de reunir num s6 grupo de
casos de malaria severa todos os doentes com malaria cerebral e com malaria
severa ndo cerebral e compara-los com os controlos NIF, confirmando-se deste

modo os factores genéticos de maléria severa.

A seleccdo dos participantes decorreu no periodo compreendido entre
Fevereiro de 2005 e Maio de 2007; a seleccdo dos doentes com maléaria
predominou nos periodos de maior transmissdo, de Outubro a Maio. Com
excepcado das criancas nado infectadas, sempre que possivel, colheram-se
amostras bioldgicas das maes das criancas dos casos e dos controlos SnC e
MnC. Todos os doentes foram seleccionados através do servico de urgéncia do
HPDB, sendo os casos MC e os controlos SnC doentes internados e os controlos
MnC doentes ambulatérios. A amostragem dos controlos NIF efectuou-se no
servi¢o de vacinacgdo do HPDB.

7

O HPDB, localizado no centro da zona urbana de Luanda, € a maior
unidade de saude de atencdo pediatrica do Servico Nacional de Saude de Angola,
concebida para a prestacdo de assisténcia de nivel terciario. Contudo, o HPDB
tem sido alvo de um grande afluxo de doentes com patologia diversa que carecem
de niveis menos diferenciados de atencdo sanitaria e que dificultam a prestagéo
exclusiva de cuidados terciarios. O hospital esta organizado em doze servigos de
internamento, com um total de 296 leitos e um servico de urgéncias que possuli
trinta e cinco leitos. Dos doze servicos de internamento, dois destinam-se a
doentes com maléaria cerebral e a doentes com malaria severa ndo cerebral. A
média mensal de internamentos do HPDB é de 2265 doentes e a taxa de
ocupacdo geral € de 97%. O servico de urgéncias atende, em média, 8494

doentes por més.
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De acordo com os dados fornecidos pela Seccéo de Estatistica do HPDB,
a malaria foi em 2006 a 3?2 causa de internamento com 3493 casos, antecedida
pelas doencas respiratérias agudas e pela anemia severa, e em 2007 a 22 causa
de internamento com 6537 casos, ap0s a anemia severa. Nestes dois anos,
excluindo os recém-nascidos, a malaria foi a 4% causa de morte, apdés as
meningites, o tétano e as doencas diarreicas agudas, com uma taxa de letalidade
de 14,1% em 2006 e de 10,9% em 2007. As figuras 9 e 10 mostram os dados de
morbilidade e de mortalidade da malaria cerebral no servico de internamento de
2005 a 2007.
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Figura 9. Internamentos por Maléaria Cerebral de 2005 a 2007 no HPDB.
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Figura 10. Obitos causados por Malaria Cerebral de 2005 a 2007 no HPDB.
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O diagnéstico laboratorial de malaria baseou-se na deteccdo de
parasitemia assexuada de P. falciparum em gota espessa corada com Giemsa. A
quantificacdo da parasitemia estimou-se pelo numero de eritrocitos parasitados
em 100 campos microscopicos (ampliacdo 1000 X) e a densidade parasitaria foi

calculada a partir deste valor [278].

A triagem dos casos de malaria cerebral e dos controlos com malaria (SnC
e MnC) efectuou-se no servico de urgéncia, durante a admissdo. A inclusédo no
estudo, quer dos casos MC, quer dos controlos SnC, foi decidida apés a
realizacdo do exame neurolégico no servico de internamento. A inclusédo definitiva
no estudo genético, s6 se efectivava apds a confirmacdo de infeccdo por P.
falciparum, determinada pela técnica de reaccdo em cadeia de polimerase (PCR)
especifica de cada espécie, realizada no ADN gendmico extraido a partir do

sangue periférico.

Na admisséo no servico de urgéncia, a todos os doentes integrantes deste
estudo, efectuava-se hemograma e determinava-se a glicemia. A execucao de
exames complementares adicionais dependia da evolugcdo clinica. Todos os
doentes foram tratados de acordo com as orientacdes terapéuticas de malaria

vigentes no HPDB.

3.3 Critérios de Definicado dos Fenotipos Clinicos

Malaria cerebral

O diagnéstico de malaria cerebral obedeceu aos critérios de definicdo
estrita da OMS para efeitos de investigacao.[43]; valorizou-se o0 estado de coma
nao despertavel, que se definia pela incapacidade de localizar os estimulos
dolorosos, e excluiram-se outras causas de encefalopatia. Nos doentes em que 0
coma tinha sido precedido de uma crise convulsiva, para efeitos do presente
estudo, a avaliagdo do grau de coma era valorizada uma hora apos o fim da
convulsdo. Este procedimento justifica-se pelo bem reconhecido coma transitorio

pos-convulsivo.
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Os casos de malaria cerebral tinham de reunir todos os critérios seguintes:
a) Coma

= Pontuacao inferior a trés na Escala de Blantyre, para as

criancas menores de sessenta meses
Ou

= Pontuacao inferior a trés na Escala de Glasgow, para as

criancas com idade igual ou superior a sessenta meses.

b) Auséncia de critérios de diagndstico para qualquer outra causa possivel
de encefalopatia, incluindo a hipoglicemia (glicemia no sangue venoso inferior a
40 mg/dl)

d) Exclusdo de meningite — exame do liquido cefalorraquidiano (LCR) sem
pleiocitose (até 8 linfécitos/mm?) nem hipoglicorraquia (doseamento da glicose no
LCR superior a 50mg/dl ou correspondente a 50% do valor da glicemia, nunca

inferior a 40mg/dl).

Malaria severa nao cerebral

Este grupo inclui doentes com anemia severa da malaria e/ou
hiperparasitemia. A anemia severa (ASM) foi definida por hemoglobina inferior a 5
g/dl ou hemataocrito inferior a 15% e a hiperparasitemia (HP) requeria um valor de
parasitemia superior a 100 eritrécitos parasitados por cada campo microscopico
(ampliacado 1000X).

A presenca de outro diagnéstico ou de qualquer perturbacdo neurologica
instalada durante a evolugéo da doenca, incluindo convulsdes, excluiu a crianca

do estudo.
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Malaria ndo complicada

Os doentes deste grupo nédo tinham qualquer manifestacdo sugestiva de
complicacdo da malaria, bem como qualquer outra patologia susceptivel de

explicar uma sindroma febril.
Assintomaticos nédo infectados

Os controlos deste grupo ndo tinham qualquer sintoma sugestivo de
doenca e a PCR para Plasmodium, realizada em ADN gendmico extraido a partir

de mancha de sangue de papel de filtro, era negativa.

A Tabela 2 mostra, resumidamente, os critérios de definicdo dos distintos

grupos de casos e de controlos com malaria.

Tabela 2. Critérios de definicdo dos fenotipos de malaria.

Fenétipo Maléria severa néo cerebral

Critério Malaria cerebral HP ASM MnC
N° de eritrécitos 21 ou

) >1 >100 <100
parasitados/campo >100

Anemia severa

Presente ou
(Hb <5g/dl ou Presente ou Ausente  Presente Ausente
Ausente

hematdcrito <15%)

Hipoglicemia

Ausente Ausente Ausente Ausente

(glicemia <40mg/dl)

Estado de
. Coma Ausente Ausente Ausente
consciéncia
Estudo do LCR <8 Linfécitos/mm?® NZo N30
Nao estudado

(Células e glicose) Glicose> 50mg/dl estudado estudado

Abreviaturas: HP, hiperparasitemia; ASM, anemia severa; MnC, malaria nao complicada; Hb, hemoglobina; LCR, liquido

cefalorraquidiano.
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3.4 Calculo do Poder Estatistico

O caélculo do poder estatistico foi efectuado com o programa Genetic

Power Calculator (http://pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/gpc/). Para efeitos do

estudo de casos-controlos, o poder estatistico era de 83,4%, com um erro de tipo
| de 0,05, estudando 118 casos com uma proporcao de casos versus controlos de
1,2, considerando uma frequéncia de 0,15 para o alelo de alto risco A, um risco
relativo genotipico Aa de 1,8 no modelo dominante, o valor de 0,9 para o D-prime
e uma frequéncia alélica do alelo B de 0,15. Para um erro de tipo | de 0,01, o
poder estatistico reduzia consideravelmente para 63,9% e seriam necessarios
176 casos.

Para o estudo da transmissédo alélica com 200 pares mée-crianca, o poder
estatistico era de 80,1%, com um erro de tipo | de 0,05, considerando uma
frequéncia de 0,15 para o alelo de alto risco A. Para um erro de tipo | de 0,01, o
poder estatistico reduzia consideravelmente para 59,0% e seriam necessarios

297 pares.

3.5 Seleccédo de Genes Candidatos e de Polimorfismos

Foram seleccionados SNPs de genes considerados candidatos, por ja
terem sido publicados estudos sobre a sua associacdo a malaria cerebral ou a
malaria severa em humanos, bem como SNPs de genes relevantes para a

maléria cerebral em modelos animais (malaria murina).

A identificacdo dos SNPs foi realizada a partir de pesquisas de literatura e
de bases de dados (dbSNP 126 e Ensembl release 45), tendo em consideracao a
informac&o sobre frequéncias alélicas da populacdo Yoruba (Africa subsaariana,
grupo étnico nigeriano), disponibilizada pelo projecto HapMap. A seleccdo dos
SNPs baseou-se na prioridade, sempre que possivel, aos das regibes
codificantes, usando como alternativa os das regides intronicas e os das regides
reguladoras dos genes. Outro critério prioritario era que o SNP tivesse sido
validado por frequéncia, optando-se pelos polimorfismos que tinham o alelo de
menor frequéncia superior a 5% e o0s pertencentes a distintos blocos de LD
(haplotype tagging SNPs — htSNP).
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A genotipagem foi realizada em 2 etapas e os resultados preliminares da
12 genotipagem determinaram que a segunda etapa se focalizasse nos genes que
mostravam associacdo a maléaria cerebral. Esta metodologia de incremento
progressivo do numero de SNPs nao foi seguida para os genes em que ja tinham
sido publicados SNPs com associacdes descritas a malaria cerebral e/ou a
malaria severa, em que se procurou analisar todos os SNPs relevantes na

primeira etapa.

Na 12 genotipagem foram estudados SNPs dos seguintes genes: TGFB1
(Transforming growth factor, beta 1), TGFB2 (Transforming growth factor, beta 2),
TNF (Tumor necrosis factor), CD36 (Thrombospondin receptor), TLR4 (Toll-like
receptor 4), MBL2 [Mannose-binding lectin (protein C) 2], HBB (Hemoglobin,
beta), NOS2 (Nitric oxide synthase 2, inducible), ICAM 1 (Intracellular adhesion
molecule 1, CD54), ICAM 4 (Intracellular adhesion molecule 4) e ICAM 5
(Intracellular adhesion molecule 5) e HMOX1 [Heme oxygenase (decycling) 1]. Na
segunda genotipagem foram ainda genotipados SNPs dos seguintes genes: CR1
(Complement receptor 1), PECAM1 (Platelet-endothelial cell-adhesion molecule,
CD31), HP (Haptoglobin), IFNAR1 [Interferon (alpha, beta and omega) receptor 1]
e IL10RB (interleukin 10 receptor, beta).

No total (12 e 22 genotipagens) foram estudados 126 SNPs de 17 genes
candidatos. Na tabela Suplementar A (Apéndices) estado discriminados os SNPs

estudados nas 2 genotipagens.

3.6 Colheita e Processamento das Amostras

Nos doentes com maléaria (casos e controlos) foi efectuada colheita de
sangue venoso em tubo com citrato de sodio para preparacdo de células (BD
Vacutainer® CPT™). Nos controlos NIF e sempre que a colheita de sangue se
mostrasse dificil, optava-se pela colheita de sangue em manchas de papel de
filtro, num didametro entre 1 a 1,5 cm (Watman FTA classic cards®), com uma
capacidade maxima de colheita de 500 pl de sangue total. Com o objectivo de
assegurar mais uma fonte de extraccdo de ADN genomico, procedia-se também a

colheita de esfregacos da mucosa bucal. Estes foram conservados a +4° em
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tubos de 1ml com etanol absoluto. As maes dos casos MC e dos controlos
doentes (SnC e MnC) colheu-se sangue venoso em tubo CPT™. Nao foram feitas
colheitas de material biol6gico as maes dos controlos NIF.

Apoés a separacdo, de acordo com o protocolo definido (Apéndice 2), o
plasma e as células foram conservados a -80° até ao momento da extrac¢cao do
ADN.

3.7 Deteccao de ADN de Plasmodium

Para a deteccdo de Plasmodium spp., utilizou-se uma técnica adaptada de
nested PCR [279]. A 12 reaccdo destinava-se a amplificacdo da sequéncia do
género Plasmodium e a 22 reaccdo era especifica de cada espécie. Apos a 22
amplificacdo, o produto era sujeito a electroforese em gel de agarose a 2%, com
coloragao de brometo de etidio (5 pl para cada 100 ml de gel) numa voltagem
constante de 130 V. A positividade da reaccao era determinada pela detec¢éo do
produto da 22 amplificacdo (espécie-especifico), de acordo com 0 seu peso

molecular, através de iluminacdo com raios ultra-violeta.

Cada uma das reaccdes efectuou-se num volume de 20 ul consistindo em
2 ul 10 X de tampéo (500 mM KCL e 100 Mm Tris pH 8,3), 1,6 yl de MgCl, a 25
mM, 0,5 ul de dNTPs a 5mM, 1 pl de primer forward a 2,5 uM, 1 ul de primer
reverse a 2,5 yM, 0,02 U/ul de HotStarTaq a 5 U/ul, 1 ul de amostra de ADN para
a 1% reaccao ou 1 pl do produto amplificado da 12 reacg¢ao e 14,82 ul de agua bi-
destilada. A 22 reaccao era realizada em 4 tubos separados, contendo cada um o
par de primers especifico. Os primers de cada reaccdo e as condi¢cdes dos

programas de cada amplificacdo constam do Apéndice 3.

3.8 Extraccéao e Quantificagcdo do ADN Gendmico

O ADN gendmico foi extraido a partir dos leucécitos, dos eritrocitos e da
mancha de sangue de papel de filtro, utilizando um sistema automatico de
isolamento de acidos nucleicos, baseado em tecnologia de esferas magnéticas

(Chemagen®).
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A extraccdo de ADN gendmico dos esfregacos bucais também se
processou automaticamente com o0 equipamento e reagentes de Qiagen
BioRobot® EZ1 workstation.

Todo o processo de extraccdo de ADN era seguido de acordo com 0s

protocolos fornecidos pelos fabricantes.

As preparacdes de ADN gendmico foram quantificadas usando o reagente
PicoGreen (Invitrogen®), de acordo com as instru¢cdes do fabricante e foram

diluidas em tris-EDTA para obter uma concentracdo de 5-10ng/ul.

3.9 Genotipagem

A deteccdo dos SNPs realizou-se com um sistema de espectrometria de
massa que analisa os produtos da reaccdo alelo-especifica obtidos através de
PCR multiplex e de uma reaccdo de extensdo de base Unica (Sequenom
iPLEX®), numa plataforma SEQUENOM © sistema MassARRAY ™ . Este sistema
utiliza o espectrémetro de massa time of flight (TOF) com uma técnica de
ionizacdo por laser, com proteccdo conferida por uma matriz que impede a
destruicdo do produto pelos raios laser (MALDI — TOF - Matrix-assisted laser

desorption/ionization — Time of fligh) [280].

O desenho dos testes multiplex baseia-se nas sequéncias especificas de
cada SNP fornecidas com cinguenta bases, quer a montante, quer a jusante do
local polimérfico de interesse. Efectua-se uma reac¢do de PCR multiplex que, em
circunstancias Optimas, pode genotipar quarenta SNPs simultaneamente em cada
reaccdo de PCR. Os primers para PCR e para a reaccdo de extensdo sao
gerados tendo em conta que o peso molecular do produto amplificado obtido para
cada variante de cada SNP na reaccéo multiplex, deve ser unico e distinguivel de
todos os outros produtos na escala de massa do sistema MALDI -TOF. O método
consiste numa reaccdao inicial PCR locus-especifica, seguida de uma reaccao de
extensdo de base uUnica. O primer para a extensdo de base uUnica é concebido
para hibridizar imediatamente a montante do local polimorfico de interesse. Os

produtos resultantes da extensao dos primers séo analisados usando o sistema
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de espectrometria MALDI -TOF e os gendtipos sao diferenciados com base na

massa de cada alelo.

Em resumo, a PCR multiplex foi realizada em reac¢des de 5 ul em placas
de 384 pocos com 5 ng de ADN genomico, 0,5 U de HotStar Taq polimerase
(Qiagen), 100 nM de primers, 1,25 X de HotStar Taq buffer, 1,625 mM de MgCl, e
500 uM de dNTPs. Apds a activacido das enzimas a 94 ° C durante 15 minutos, o
ADN foi amplificado com 45 ciclos de 94 ° C X 20 segundos, 56 ° C X 30
segundos, 72 ° C X 1 minuto, seguido de um periodo de 3 minutos de extensao a
72 ° C. Os dNTPs que nédo foram incorporados foram removidos com a enzima
SAP (0,3 U, Sequenom®). Os produtos de PCR foram usados como moldes para
a reaccao de extensao de base Unica realizada através da adicdo de primers de
extensdo de base unica (SBE - Single Base Extension), nas concentracfes de
0,625 M (primers com baixo peso molecular) a 1,25 M (alto peso molecular)

utilizando enzima iPLEX e tamp®es em reacgdes de 9 ul.

O controlo de qualidade da genotipagem exigiu para cada SNP uma taxa
minima de sucesso da genotipagem de 90%, a correcta genotipagem de amostras
HapMap, sempre que o gendtipo do SNP fosse conhecido, e frequéncias

genotipicas em equilibrio (P >0,05) pelo teste de Hardy-Weinberg (HWE).

3.10 Expresséao génica por PCR em Tempo Real

A guantificacdo da expressao do gene HMOX1 foi realizada em 43 doentes
com maléria cerebral. Para a extrac¢cao de ARN colheu-se uma amostra de 500 pl
de sangue venoso que foi imediatamente conservada numa solucdo
estabilizadora do ARN (RNA later®) e preservada a -80° C.

O ARN total foi extraido com o kit RiboPure-Blood (Ambion®), seguindo o
protocolo do fabricante. Um micrograma do ARN total foi convertido em ADNCc
(Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit, Roche), usando random hexamer
primers. A quantificacdo da expressdo génica foi obtida através do uso de
TagMan® Gene Expression Assay Hs00157965 m1 (Applied Biosystems, Foster
City, CA). As reaccdes de quantificacéo da expressao génica foram efectuadas de
acordo com as instrugcdes do fabricante num sistema ABI Prism 7900HT. A
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quantificacdo relativa do ARNm especifico para o gene HMOX1 foi obtida apos
normalizacdo para a expressdo de ARNm do gene Hypoxanthine guanine
phosphoribosyl transferase 1 (HPRT1) medida simultaneamente na mesma

reaccdo de PCR.

3.11 Doseamento Plasmatico do Heme

A medicado dos niveis plasmaticos do heme livre efectuou-se conforme foi
descrito anteriormente [259]. Resumidamente, as amostras de plasma foram
filtradas por uma coluna Microcon YM-3 (Millipore®) com uma centrifugacéo a
21,000g durante 90 minutos, a 14 ° C, para a remocao de proteinas com peso
molecular de 3kDa. Seguidamente, o heme livre foi quantificado nas amostras
usando um método cromogéneo de acordo com as instru¢cdes do fabricante

(QuantiChrom™ Heme Assay Kit, Bioassay Systems).

3.12 Analise Estatistica

Toda a analise estatistica ndo genética, designadamente a caracterizacéo
da amostra e todas as associacbes com variaveis de interesse clinico, foi
realizada com o programa SPSS versao 15.0, considerando-se como significativo
um valor de P < 0,05. O teste do Qui-quadrado (x?) foi utilizado no estudo da
associagao entre variaveis qualitativas e a comparacao de variaveis continuas foi
realizada através de testes ndo paramétricos do U de Mann-Whitney e Kruskal-

Wallis em variaveis cuja distribuicao se afastava da Normal.

A andlise estatistica de associacdo genética efectuou-se conforme as

seguintes etapas:

1) Associacao casos-controlos para cada SNP (testes de associagéo

alélica e genatipica);

2) Construcéo de mapas de linkage disequilibrium (LD) apenas para os
genes que evidenciaram pelo menos dois SNPs associados a malaria

cerebral;
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3) Reconstrucdo de haplotipos e associacdo haplotipica casos-

controlos;
4) Estudos de transmissao alélica.

Foram ainda efectuadas analises de interaccdo génica e de tracos
quantitativos, designadamente de expressédo génica de HMOX1 e de valores de

heme livre no plasma.

3.12.1 Associacao casos-controlos para cada SNP

Uma vez que a metodologia para o estudo de associacdo de casos-
controlos foi seguida com o objectivo inicial de detecgdo preliminar de
polimorfismos associadas a maléaria cerebral em cada gene candidato, com vista a
ulterior andlise haplotipica tendo em conta o LD, ndo se efectuou nenhum tipo de

correccao para testes multiplos na andlise individual de SNPs.

A andlise de associacdo dos SNPs a malaria cerebral e/ou a maléaria
severa efectuou-se segundo os modelos de regressao logistica implementados no
pacote SNPassoc para o programa R (versdo 2.7.0). Os resultados foram obtidos
tendo em conta trés modelos genéticos diferentes: dominante, recessivo e aditivo
[281, 282]. Um nivel de significAncia de 5% para a razdo de verossimilhanca
(likelihood ratio test) foi considerado como evidéncia sugestiva de associagao,

conduzindo a seleccao dos genes para a analise ulterior.

3.12.2 Construcéo de mapas de desequilibrio de ligacao

Para os genes que evidenciaram pelo menos dois SNPs com valores de P
sugestivos de associacdo especifica a malaria cerebral, ao comparar os genaotipos
dos casos de malaria cerebral com os dos controlos de SnC, utilizou-se a analise
de linkage disequilibrium procedendo a constru¢cdo de mapas de LD. Deste modo,
pretendeu-se avaliar se a posicdo relativa dos SNPs associados a malaria
cerebral poderia exercer algum efeito conjunto na associacdo detectada na

analise individual.
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O LD entre os SNPs foi medido usando o coeficiente de correlacdo entre
pares de loci (r?), calculado a partir do valor de D, usando a seguinte equacao,

sendo D= p1p2-p1xp2:

2 D?

?ﬂ_ [ —
P1P29142

Sendo p; e p; as frequéncias do alelo 1 e q; e g, as frequéncias do alelo 2.

Os mapas de LD foram visualizados recorrendo ao pacote snp.plotter R
package [283] e a funcdo HAPLOVIEW. Nos mapas de LD foram identificados os

blocos de LD nas regides dos genes estudados.

3.12.3 Reconstrucao de haplétipos e analise casos-controlos

Para cada gene, onde foram encontradas regides de LD contendo SNPs
associados a malaria cerebral, analisou-se a contribuicdo da estrutura haplotipica
para a associacdo genética. A analise de haplétipos foi realizada para verificar se
as associacdes dos SNPs individuais correspondiam a efeitos genéticos
independentes ou se, pelo contrario, correspondiam a um Unico efeito genético

conferido por determinado(s) haplétipo(s).

A fase dos gendétipos e a frequéncia dos haplétipos foram estimadas
utilizando-se os SNPs integrantes do bloco de LD, recorrendo ao método Gene
counting [284] implementado no pacote GAP do programa R [285]. A analise de
associacao efectuou-se apenas com os haplotipos que tinham frequéncia superior
a 5%, que € o valor minimo estabelecido por convencéao para definir um haplétipo
comum, por oposicao a haplotipos raros.

A associagdo entre os haplotipos e a maléria também foi avaliada com a
analise de regressao logistica, usando o mesmo pacote [281] e um nivel de
significancia de 5% para a razdo de verossimilhanca. O método fornece varios

testes globais de associacao, tais como a global score statistic (GSS) e a max(z%)
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statistic (MaxST) [286], bem como testes que permitem avaliar o significado

estatistico de haplotipos .

Os scores especificos para os haplétipos individuais (z% ou Hap-score)
permitem avaliar, para cada um deles, a existéncia de uma associacao
estatisticamente significativa a resisténcia ou susceptibilidade a doenca, quando o
valor da GSS indica significancia estatistica global. No entanto, quando existem
evidéncias de uma forte associacdo de apenas poucos haplétipos a doencga, o
valor global de MaxST torna-se mais adequado para avaliar essa mesma
associacao global [7]. O efeito de cada haplétipo depende do valor do respectivo
Hap-score): um score positivo significa que o haplétipo € mais frequente nos
casos do que nos controlos e se a diferenca for significativa o haploétipo confere
susceptibilidade; um score negativo tera o significado inverso. Para as GSS e
MaxST, bem como para cada haplétipo, foram calculados valores de P empiricos
através de testes de permutacdo, com o método de Monte-Carlo produzindo 1000

simulac¢des para cada conjunto de dados [286].

3.12.4 Testes de desequilibrio de transmisséo

O estudo familiar restringiu-se a andlise da transmissao dos gendétipos das
maes para os respectivos filhos, uma vez que a maioria dos doentes era
acompanhada pela méde e ndo se conseguia assegurar a colheita das amostras

biolégicas dos pais. Recorreu-se ao programa TRANSMIT (http://www.mrc-

bsu.cam.ac.uk) que possibilita a realizacdo do TDT quando parte dos genétipos

sdo desconhecidos por falta de progenitores e a analise com haplétipos mesmo

gue a fase seja desconhecida [287].

3.13 ESTUDO DE INTERACCAO GENICA

Uma vez que foram estudados varios genes, efectuou-se a analise de
interaccao entre pares de SNPs de genes diferentes. Tendo em conta o0 objectivo
especifico desta tese, esta analise restringiu-se aos SNPs com associagdo a

malaria cerebral, exclusivamente ao comparar os casos de maléaria cerebral (MC)
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com os controlos com malaria severa ndo cerebral (SnC), excepto para o dbSNP
rs334.

A andlise foi efectuada segundo o modelo de regressao logistica, utilizando
0 pacote SNPassoc implementado no programa R (versédo 2.7.0); caso-controlo
era a variavel de resposta (dicotomica) e as variaveis independentes eram 0s
gendtipos dos SNPs testados. Um nivel de significancia de 5% para a razéo de
verossimilhanca (likelihood ratio test) foi considerado como evidéncia sugestiva de

interaccdo génica [281, 282].

3.14 ANALISE DE TRACOS QUANTITATIVOS

A andlise de QTL dos niveis de expressdo génica e do heme livre no
plasma foi efectuada com o programa Plink (versdo 1.06) que calcula os niveis de
significancia, quer usando o modelo assimptético, quer o modelo empirico [288]

http://pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plink/. A anédlise de QTL considerou o modelo

linear (efeito aditivo) e os testes de permutagbes foram efectuados usando o
método de Monte-Carlo para gerar 1000 simulacdes para cada conjunto de

dados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, procedeu-se a analise de associagcdo genética de SNPs de
17 genes com fendtipos de malaria severa em criangcas angolanas, com o intuito
principal de distinguir factores genéticos que estejam especificamente associados
a malaria cerebral, de factores genéticos que embora estejam associados a
severidade da maléaria ndo sejam especificos de malaria cerebral. O desenho do
estudo compara um grupo de 130 casos de criancas com malaria cerebral (MC)
com trés grupos controlos de criancas com: i) outras formas de maléaria severa
(SnC = 158), ii) com malaria ndo complicada (MnC = 142) e iii) criancas nao
infectadas (NIF = 319).

4.1 Caracterizagcdo da Amostra

Todo o recrutamento dos doentes participantes neste estudo foi efectuado
a partir do Servico de Urgéncias do Hospital Pediatrico David Bernardino (HPDB).
Todos os controlos com malaria ndo complicada (MnC) eram doentes
ambulatérios, enquanto que os casos de malaria cerebral (MC) e os controlos
com malaria severa nao cerebral (SnC) eram doentes internados. Os controlos
nao infectados (NIF) foram todos recrutados a partir do Servigo de Vacinacao do
HPDB.

Apresentacao clinica

Verificou-se que mais do que 50% dos doentes com o fenoétipo MC
manifestavam também anemia severa (ASM) e/ou hiperparasitemia (HP). Deste
modo, foram identificados 0s seguintes sub-fenotipos: malaria cerebral isolada
(MCi), maléaria cerebral associada a anemia severa (MC/ASM), malaria cerebral
associada a hiperparasitemia (MC/HP) e malaria cerebral associada a anemia
severa e hiperparasitemia (MC/ASM/HP) (Tabela 3).
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Tabela 3. Distribuicdo dos doentes Tabela 4. Distribuicdo dos
com malaria cerebral nos doentes com maléria severa nao
diferentes sub-fenétipos. cerebral nos diferentes sub-
fenétipos.
Sub-fenétipos Frequéncia (%) Sub-fenétipo Frequéncia (%)
HP 77 (48,7)
MCi 62 (47,7) ASM 26 (16,5)
HP/ASM 55 (34,8)
MC/HP 31 (23,8) Total 158 (100)

Abreviaturas: HP, hiperparasitemia; ASM,
MC/ASM 22 (16,9) anemia severa; HP/ASM, hiperparasitemia e

anemia severa.

MC/ASM/HP 15 (11,5)

Total 130 (100)

Abreviaturas: MCi, malaria cerebral isolada;
MC/HP, malaria cerebral e hiperparasitemia;
MC/ASM, malaria cerebral e anemia severa;
MC/ASM/HP, malaria cerebral associada a

anemia severa e hiperparasitemia.

Do mesmo modo, embora em menor nimero, alguns controlos com maléaria
severa nao cerebral (SnC) manifestavam concomitantemente anemia severa e/ou
hiperparasitemia, identificando-se 0s seguintes sub-fenétipos: anemia severa
(ASM), hiperparasitemia (HP) e anemia severa associada a hiperparasitemia
(ASM/HP) (Tabela 4).

A coexisténcia de varias complicacbes corrobora a frequente realidade de
apresentacao clinica das sindromas de malaria severa. Os valores absolutos e as
percentagens de doentes com sobreposicédo destas complica¢des, no quadro dos
288 doentes com malaria severa, estdo ilustrados com o diagrama de Venn na

Figura 11.
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Malaria
cerebral

63
(21,9%)

Figura 11. Sobreposicdo das complicacbes de maléria severa nos doentes com maléria
cerebral e com maléaria severa ndo cerebral. Os trés circulos (100%) referem-se a todos os

doentes com malaria severa.

Sexo e grupos étnicos

A proporcao entre os sexos feminino e masculino nos casos e em todos 0s
grupos controlo era 1:1,5. O teste do x* ndo evidenciou associacdo entre o sexo e
o fendtipo de malaria (P = 0,34), bem como entre o fenétipo de maléria e o grupo
étnico (P = 0,74). Contudo, o grupo étnico Kimbundu, que predomina em Luanda,
foi 0 mais representado no nosso estudo (50,7%), enquanto que o grupo étnico

Umbundu foi 0 segundo mais representado (13,7 %).

Correlagcédo entre a idade e variaveis clinicas
Fendtipos e sub-fenotipos

A média das idades do grupo de casos MC foi ligeiramente superior as dos
grupos controlos SnC e MnC, sendo de 54,2, 459 e 50,3 meses,
respectivamente. No grupo controlo NIF a média das idades foi de 60,9 meses.
N&o se verificou associacdo entre a idade em meses e o fenétipo de maléaria

(teste do x* P = 0,16). As figuras 12 e 13 mostram a distribuicdo das idades, em
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meses, nos diferentes fendtipos e em todos os doentes com malaria,
respectivamente.

60— Figura 12. Distribuicdo das idades nos

diferentes grupos (casos e controlos).
N As idades estdo representadas em

50- - 4 MesSesS. As barras de erro representam o intervalo

ldade em meses

D de confianca de 95% da média das idades em cada

grupo. Abreviaturas: MC, malaria cerebral; SnC,

malaria severa ndo cerebral; MnC, malaria ndo

204 complicada; NIF, nao infectados.

T T T
MC snC MnC NIF

Fenétipo

+ e o Figura 13. Distribuicdo das idades nos

—_— distintos fendétipos de maldria. As idades

estdo representadas em meses. Cada caixa de

Qo0

120 bigodes representa 50% dos dados; as linhas

horizontais de cada caixa correspondem as

medianas; o limite inferior de cada caixa representa

0 quartil 25% e o limite superior o quartil 75%; os

Idade em meses

bigodes representam a variacdo dos dados para
além dos quartis mencionados, excluindo os outliers

gue sdo representados por circulos. Abreviaturas:

MC, malaria cerebral; SnC, malaria severa nao

cerebral; MnC, malaria ndo  complicada.

MC S:'fC MnC
Fendtipo
A analise da relacdo entre 0s grupos etarios e os fenoétipos de malaria,
guer com os de malaria severa, malaria cerebral e malaria severa nao
cerebral, quer com o fenétipo malaria ndo complicada, revela que a maioria
dos doentes tem idade inferior a cinco anos, afectando principalmente as
criancas do grupo etario dos 13 aos 59 meses (Figuras 14, 15 e 16).
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Figura 14. Distribuicdo dos doentes com Figura 15. Distribuicdo dos doentes com
malaria cerebral nos distintos grupos etarios malaria severa nao cerebral nos distintos

em meses. grupos etarios em meses.
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Figura 16. Distribuicdo dos doentes com
malaria ndo complicada nos distintos

grupos etarios em meses.
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O teste do x? evidenciou um sinal marginal de associacéo entre os sub-
fendtipos de malaria cerebral e os grupos etarios (P = 0,073). Contudo, é de
realcar a maior frequéncia de doentes sem complicacbes associadas,
designadamente anemia severa e hiperparasitemia, nos grupos etarios

extremos (Tabela 5 e Figura 17).

Tabela 5. Distribuicdo dos sub-fen6tipos de malaria cerebral

nos diferentes grupos etarios.

Grupo etario

Sub-fenétipo

[6-12] [13-59] [60-108] >108
MCi 77,8% 40,0% 40,0% 66,7%
MC/HP 0% 29,2% 28,6% 16,7%
MC/ASM 5,6% 16,9% 22,9% 16,7%
MC/ASM/HP 16,7% 13,8% 8,6% 0%
Total 100% 100% 100% 100%

Abreviaturas: MCi, malaria cerebral isolada; MC/HP, maléria cerebral e
hiperparasitemia; MC/ASM, malaria cerebral e anemia severa; MC/ASM/HP,

malaria cerebral associada a anemia severa e hiperparasitemia.

Sub-fenétipo
B mci

B mc/HP

O mciasm

B MC/ASMHP

Figura 17. Distribuicdo dos diferentes sub-fen6tipos de maléria cerebral nos
grupos etérios. Cada fatia corresponde a um sub-fenétipo de maléria cerebral e

cada éarea circular a um grupo etario.
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Ao analisar a relacéo entre os sub-fenétipos hiperparasitemia e/ou anemia
severa e 0S grupos etarios, no grupo controlo de doentes com maléaria severa

nao cerebral (Tabela 6), ndo se detectou associacao (P = 0,31).

Tabela 6. Distribuicdo dos grupos etarios nos diferentes sub-

fendtipos de malaria severa néo cerebral.

Grupo etario (meses)
Sub-fenétipos

[6-12] [13-59] [60-108] >108
HP 28,0% 54,3% 45,2% 62,5%
ASM 28,0% 12,8% 19,4% 12,5%
HP/ASM 44,0% 33,0% 35,5% 25%
Total 100% 100% 100% 100%

Abreviaturas: HP, hiperparasitemia; ASM, anemia severa; HP/ASM,

hiperparasitemia e anemia severa.

A evidéncia de que a maléaria severa é mais comum nos menores de cinco
anos esta em perfeita concordancia com o que esta descrito nas areas de malaria
estavel, como é o caso de Luanda, apesar dos limites que foram estabelecidos
para a amostragem. Por outro lado, a menor frequéncia de complicacbes
associadas a maléria cerebral nos dois extremos das idades, parece reflectir, por
um lado, o papel protector da imunidade materna nos menores de 12 meses e,
por outro lado, a imunidade adquirida com a idade nos maiores de 9 anos (> 108
meses) [16, 289, 290].

Anemia severa

Agrupando os doentes com malaria cerebral e os doentes com maléaria
severa nao cerebral, verificou-se uma significativa associagcéo entre o grupo etario
e a anemia severa com o teste do U de Mann-Whitney (P = 0,002). Constatou-se
que no grupo etario dos 6 aos 18 meses 55% das criangas tiveram anemia e no

grupo etéario > 95 meses a maioria (82,1%) nao teve anemia, independentemente
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de ter ou ndo malaria cerebral. O facto da anemia severa da malaria ser mais
frequente nas criangas mais novas é sobreponivel ao habitualmente descrito em
areas de endemicidade estavel, conforme foi descrito num estudo que relaciona a
morbilidade causada pela malaria severa com a intensidade de transmisséo do P.
falciparum em criancas da Gambia e do Quénia [291].

Parasitemia

A figura 18 mostra a distribuicdo dos valores das medianas da parasitemia
nos distintos grupos etarios em todos os doentes com malaria (MC, SnC e MnC),
notando-se um aumento dos 6 meses até aos 59 meses, com uma reducao
ulterior. A comparacdo mdultipla dos valores de parasitemia nos distintos grupos
etarios, através do teste de Kruskal-Wallis, revelou que existem diferencas
significativas (P = 0,005). Este tipo de distribuicdo dos grupos etarios em relacéo
aos valores de parasitemia parece sobrepor-se a distribuicdo dos grupos etarios
em todos os fenotipos de maléria (Figuras 14, 15 e 16), o que pode reproduzir a
ideia da aquisicao de imunidade com a idade.
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Parasitemia (n° de eritrécitos parasitados/campo)

T | | T
BM-12M]  [13M-50M] [G0M-1D8M]  =108M

Grupo etario

Figura 18. Distribuicdo da parasitemia nos diferentes grupos etarios em todos os doentes

com malaria. As idades estéo representadas em meses. Cada caixa de bigodes representa 50% dos dados; as linhas

horizontais de cada caixa correspondem as medianas; o limite inferior de cada caixa representa o quartil 25% e o limite

superior o quartil 75%; os bigodes representam a variacdo dos dados para além dos quartis mencionados, excluindo os
outliers que sao representados por circulos.
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Convulsodes

Setenta e seis por cento das criancas com malaria cerebral tiveram
convulsdes antes do internamento. Com o teste do U de Mann-Whitney,
analisando todos os doentes com malaria cerebral como duas amostras
independentes (ter ou ndo ter convulsdes), verificou-se associacdo entre a idade
em meses e a presenca ou nao de convulsdes (P = 0,009). Tal como mostra a
Figura 19, a média das idades das criangas com convulsdes era inferior a das

criancas sem convulsdes (41 meses versus 64 meses).

80+ _

70=
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95% Cl Idade em meses

N&o Sim
Convulsées

Figura 19. Distribuic@o das idades nos doentes com maléria cerebral e convulsdes. As idades

estéo representadas em meses. As barras de erro representam o intervalo de confianca de 95% da média das idades em
cada grupo.

A elevada frequéncia de convulsdes nos casos de malaria cerebral ndo é
surpreendente, porquanto tem sido unanime a constatacdo de que esta
manifestacdo constitui habitualmente o motivo mais importante para procurar
assisténcia meédica de urgéncia [20, 76, 77]. As convulsdes que ocorrem no
contexto da malaria ndo complicada e que sao interpretadas como convulsbes

febris observam-se sobretudo nas criangas com idade inferior a 36 meses [292].

81



Caracterizacéo Clinica

Mortalidade

A taxa de fatalidade em todos os doentes com malaria severa (MC e SnC)
foi de 13%, constatando-se quase uma duplicacdo do risco de Obito nos
individuos com o fenétipo malaria cerebral, P = 3X103, odds-ratio (OR) = 1,89
[2,33-1,54]. Apesar do viés de selec¢do, por se terem excluido do grupo de casos
de MC os doentes com hipoglicemia e por ndo ter sido possivel identificar os
doentes com acidose metabodlica, estes resultados ilustram a importante
contribuicdo da maléaria cerebral na mortalidade da malaria severa, no presente

estudo.
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A metodologia utilizada nesta tese para identificar variantes genéticas que
controlam formas especificas de apresentacao clinica de malaria severa, baseou-
se na comparacéao das frequéncias alélicas e genotipicas de doentes com maléaria
cerebral com as de doentes que tendo malaria severa ndo tinham manifestacées
clinicas de malaria cerebral. Deste modo, com a metodologia de analise seguida,
dos dezoito genes estudados apenas o TGFB2 (Transforming growth factor, beta
2), evidenciou variantes associadas a malaria cerebral exclusivamente ao
comparar os casos de maléaria cerebral (MC) com os controlos com maléria
severa nao cerebral (SnC). De acordo com a interpretacdo previamente definida,
estas variantes que foram unicamente detectadas no estudo de casos-controlos
entre MC/SnC sdo especificas da sindroma de maléria cerebral. A sua
especificidade decorre do facto de elas exercerem o seu efeito apenas no
contexto da maléria severa, distinguindo os casos de maléria cerebral dos

controlos com malaria severa nao cerebral.

Na andlise do gene HMOX1 (Heme oxygenase-1) também se detectaram
variantes especificas da sindroma malaria cerebral. Contudo, algumas variantes
do gene HMOX1 mostraram igualmente sinais de associacdo ao comparar 0s
casos MC com os controlos com malaria ndo complicada (MnC) e com o0s
controlos ndo infectados (NIF). Estas variantes sdo ndo especificas da
sindroma de maléria cerebral, porquanto embora estejam associadas a malaria
cerebral, ndo permitem distinguir os doentes com malaria severa (MC de SnC).
Realca-se ainda que algumas destas variantes, inicialmente julgadas como
inespecificas da sindroma malaria cerebral, na verdade séo factores de risco de
malaria severa, porguanto também revelaram sinais de associa¢cdo ao comparar
os doentes com maléaria severa nao cerebral (SnC) com os controlos MnC e/ou
NIF.

O gene CD36 (Thrombospondin receptor) evidenciou variantes

inespecificas da sindroma malaria cerebral, porquanto mostraram sinais de
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associacdo em todas as comparacdes entre os casos MC e os controlos SnC,
MnC e NIF.

O gene NOS2 (Nitric oxide synthase 2, inducible) evidenciou nao soé
variantes inespecificas da sindroma malaria cerebral, porquanto mostraram sinais
de associacdo em todas as comparacfes entre os casos MC e os controlos SnC,
MnC e NIF, mas também variantes de malaria severa (SnC versus MnC e/ou
NIF).

O alelo HbS do gene HBB (Hemoglobin, beta), ndo permite distinguir os
doentes com malaria severa e evidenciou associacdo quer a malaria severa
(MC/NIF e SnC/NIF) quer & maléria ndo complicada, ao comparar doentes MnC
com os controlos NIF (MnC/NIF).

Os polimorfismos dos genes IFNARL1 [Interferon (alpha, beta and omega)
receptor 1], HP (Haptoglobin) e PECAM 1 (Platelet-endothelial cell-adhesion
molecule, CD31) que foram estudados apenas com o intuito de replicar
associacdes ja descritas em humanos a malaria severa, apenas mostraram sinais
de associacdo a malaria severa, isto é, genericamente demonstraram sinais ao
comparar quer os doentes MC quer os doentes SnC com os controlos MnC e/ou
NIF.
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4.2.1 Genes com Associacao a Malaria Cerebral

4.2.1.1GENE TGFB2 (Transforming growth factor, beta 2)

Variantes do gene TGFB2 especificam o risco de malaria cerebral

Andlise individual dos polimorfismos mononucleotidicos (SNPs)

Na regido do gene TGFB2, cobrindo uma extensdo de 100 kb, foram
genotipados vinte e sete SNPs, dos quais vinte e seis foram analisados por
preencherem os requisitos de qualidade da genotipagem (Tabelas Suplementares

A e B- Apéndices).

Ao comparar as frequéncias genotipicas dos casos MC com os controlos
SnC constatou-se que, sob o modelo dominante, nove dos vinte e seis
polimorfismos analisados mostraram sinais sugestivos de associacdo a malaria
cerebral (P < 0,05). O locus com a associacao mais forte, o SNP rs1342586,
obteve um OR =1,85 [1,14 — 2,99] (Tabela 7).

A analise comparativa dos casos MC com os controlos MnC e NIF nao
demonstrou nenhuma associacdo a malaria cerebral. Estes resultados sugerem
gue, no contexto da maléaria severa, todos os polimorfismos do gene TGFB2 com

sinais de associacdo aumentam especificamente o risco de maléria cerebral.
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Tabela 7. Polimorfismos mononucleotidicos (SNPs) analisados no gene TGFB2.

Frequéncia do alelo de referéncia (%)

Testes de associagéo

P

86

Referéncia Odds-Ratio (IC 95%)

dbSNP

(AR) (nz/l1C30) (ns=?.g8) (n'\ﬂfz) (nELI’EQ) MC/SnC MC/MnC  MCINIF

r514(1AS)554 18,2 17,3 15,5 16,2 0,743 0,527 0,424
r514(1A§555 34,0 34,0 36,2 335 0,370 0,407 0,335
rsl4(1A;488 43,5 47,3 48,9 46,8 0,442 0,257 0,540
'548(‘8476 14,4 16,2 19,4 15,9 0,654 0,306 0,594
r512‘(3%7734 16,4 18,1 18,1 14,4 0,595 0,622 0,303
r34‘5(2T?35° 14,2 15,9 15,1 12,9 0,618 0,853 0,367
r566(%619 5,8 6,0 71 71 0,893 0,388 0,550
rs66((c):4;607 30,4 26, 26,1 23,6 0,541 0,384 0,071
r538(%2)225 15,1 154 138 14,5 0,764 0,679 0,774
r327(?:5)’°86 25,0 26,9 30,1 29,8 0,606 0,253 0,297

rngZ)? 12 50,0 49,3 48,6 49,4 0,736 0,911 0,555
r527(9A$§O9O 28,6 23,5 26,3 26,5 0,172 0,604 0,476
r3678§224 46,8 48,3 471 43,3 0,841 0,851 0,277
re1srest 17,5 12,3 131 153 ey S 0,304
r318(%467 44,4 43,6 44,2 44,7 0,570 0,644 0,688
r527(?rf)3821 35,8 36,9 37,6 64,0 0,885 0,535 0,591
r312?£)5805 23,8 21,3 22,0 22,0 0,522 0,479 0,533
r519(‘°/;‘;'852 56,6 46,7 51,8 50,6 179 (01"003ﬁ - 0,196 0,243

(continua)



Resultados e Discussao

Tabela 7. (Continuagéo)

Testes de associagéo
Frequéncia do alelo de referéncia (%) P

R%fte)rsé,\rll;ia Odds-Ratio (IC 95%)

(AR) . i/llcs 0 (nszng) (n’\igfz) " ’;‘é’i 0 MC/SnC MC/MnC  MC/NIF
rseezg)z?s 56,2 47 51,4 50,2 - (01'%‘1'292’9 o 0177 0,196
r566(7T§37° 38,6 43,0 39,5 42,0 0,151 0,872 0,178
r513(f'r§586 18,9 11,1 15,7 14,7 195 (01"01145_3’3 2 0,351 0,236
et 43,4 34,6 39,1 38,6 170G on27g 0327 0144
oo 56,0 47,0 51,4 50,0 172 (ot2es 0195 0218
r314(10£;553 56,0 46,7 51,4 50,0 1175(2'3(”35_2’0) 0,192 0,216

rsgc))o 43,0 34,3 38,7 39,1 170 (01"003492’77) 0,302 0,212
rs1473527 71,0 64,9 69,1 66,9 iy 0,932 0,138

(A) 1,69 (1,05-2,78)

A tabela apresenta as frequéncias alélicas referentes aos alelos que conferem susceptibilidade a malaria cerebral ou aos
alelos de menor frequéncia. Os valores de P e os Odds-Ratios referem-se a analise genotipica e foram obtidos por
regressédo logistica sob o modelo dominante. Abreviaturas: AR, alelo de referéncia; MC, malaria cerebral; SnC, malaria

severa néo cerebral; MnC, malaria ndo complicada; NIF, ndo infectados.

Os polimorfismos do gene TGFB2 de risco especifico para a maléaria

cerebral integram um forte bloco de linkage disequilibrium

Analise de linkage disequilibrium

Ao analisar a posigéo relativa dos SNPs, verificou-se que os nove SNPs
gue estavam especificamente associados a malaria cerebral mapeavam numa
regido que abrangia 48 kb. A andlise de LD permitiu constatar que oito dos nove
SNPs que aumentavam especificamente o risco de malaria cerebral mapeavam
numa extensao de 27 kb na regido estrutural do gene. O rs1317681 que mostrou
associacdo marginal & maléria cerebral estava mais afastado, mapeando a uma
distancia de 15 kb em relacdo aos outros SNPs. O r’ entre 0s nove SNPs,
incluindo oito SNPs associados a malaria cerebral e 0 rs6671370 que néo estava

associado a maléria cerebral, variava entre 0,6 e 1,0, pelo que se considerou que
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este conjunto de SNPs representava um bloco de LD na regido do gene TGFB2
(Figura 20).
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Figura 20. Testes de associacéo e analise de LD de SNPs analisados no gene TGFB2.

O diagrama representa, no eixo das ordenadas, o logaritmo neperiano do valor de P dos testes de
associacdo dos SNPs enumerados no eixo das abcissas, obtido a partir de andlise de regressao
logistica. Os pontos em vermelho, azul e verde representam os resultados da andlise de
associacdo com os SNPs entre os casos de maléaria cerebral (MC) e os controlos com malaria
severa ndo malaria cerebral (SnC), malaria ndo complicada (MnC) e néo infectados (NIF),
respectivamente. A parte superior do diagrama mostra uma representacdo em escala da estrutura
do gene TGFB2: os exdes estdo representados por caixas e referenciados com o respectivo
namero. A parte inferior do diagrama representa o LD entre um par de SNPs medido pelo . A
imagem, em baixo e a esquerda, corresponde a escala de cores que representam os valores de
LD, desde o amarelo (r2 = 0) até ao vermelho (r2 = 1). Este diagrama é uma adaptacéo da figura

produzida pelo snp. plotter R package.
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Um haplétipo do gene TGFB2 confere susceptibilidade especifica a maléaria

cerebral

Associacédo haplotipica

A reconstrucdo haplotipica permitiu identificar seis haplotipos
representados pelos nove SNPs do bloco de LD que foram designados, por
ordem decrescente de frequéncia, de TGFB2a a TGFB2f (Tabela 8). A andlise
haplotipica de casos-controlos confirmou a associacdo global (Global score
statistic — GSS) dos SNPs a malaria cerebral, ao comparar os casos MC com 0s
controlos SnC (P simulado = 0,041). Esta associacdo global deveu-se unicamente
ao efeito significativo de dois haplétipos, o TGFB2c e o TGFB2f. O haplétipo
TGFB2c conferia um risco significativamente maior de progresséo para a malaria
cerebral, comparando com as outras formas de maléria severa (P simulado =
0,035) e o seu efeito genético parecia restringir-se apenas a especificacdo da
forma cerebral da malaria severa. Contrariamente, o TGFB2f que € o haplétipo
menos frequente na populagédo estudada, diminuia significativamente o risco de
progressao para a malaria cerebral ao comparar os casos MC com 0s controlos
SnC (P simulado = 0,036). Este efeito protector também era detectavel quando se
comparava os casos MC com os controlos MnC (Hap-score = -2,08) e em menor
garu com os controlos NIF (P simulado = 0,049) e deriva de uma reducao da
frequéncia do haplétipo TGFB2f nos casos MC. Contudo, dada a auséncia de
valores significativos nos testes de associacao global dos haplétipos ao comparar
os casos MC com os controlos MnC e NIF (alineas b) e c¢) da legenda da Tabela
8), infere-se que este efeito do haplétipo TGFB2f ndo € suficiente para ser

detectado na estatistica global.

Ao analisar a configuracéo alélica dos 2 haplétipos que modificam o risco
de progressdo para a malaria cerebral, TGFB2c — AGATGGTTA e TGFB2f —
CAACCACAA, constatou-se que os alelos sao opostos em todos os polimorfismos
exclusivamente associados a malaria cerebral, sendo também opostos os efeitos
destas variantes genéticas no risco de desenvolver maléria cerebral (Tabela 8).

Contudo, realca-se que esta constatacdo ndo se aplica ao 3° alelo (A) de cada
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haplétipo que corresponde ao SNP rs6671370, que ndo esta associado a malaria
cerebral, nem ao ultimo alelo (A) que corresponde ao rs1473527. Para este SNP,
a associacdo a malaria cerebral ndo se revelou especifica porquanto, ao
comparar as frequéncias alélicas e genotipicas dos doentes com malaria severa
nao cerebral (SnC) com os controlos MnC e NIF, verificou-se que o SNP
rs1473527 também aumentava o risco de malaria severa nao cerebral (P =
0,032), com OR equivalentes aos da malaria cerebral (OR = 1,67 [1,04 — 2,66],

dados ndo apresentados).

Tabela 8. Associagdo dos haplétipos do gene TGFB2 com os fendtipos

da malaria.
Malaria Cerebral versus
N - Controlos
Frequéncia dos haplétipos (%) P-simulado
Haploétipos (Hap-Score)
MC SnC MnC NIF a b c
TGFB2a
CAGCCACAG 29,0 35,8 32,5 32,9 0,083 0,404 0,275
TGFB2b
AGACGGTTA 24,0 23,0 23,5 23,6 0,797 0,890 0,931
TGFB2c
AGATGGTTA 18,3 11,5 16,0 14,8 0,035 0,329 0,190
(2,21)
TGFB2d
AGATCGTAA 13,7 12,5 11,2 11,7 0,690 0,550 0,574
TGFB2e
CAGCCACAA 9,8 7,6 7,5 8,5 0,361 0,336 0,471
-CFEEECZLCAA 4,7 9,7 9,3 8,3 0,036 0,037 0,049
(-2,26) (-2,08) (-1,92)

Abreviaturas: MC, maléria cerebral; SnC, maléria severa ndo cerebral; MnC, malaria nédo
complicada; NIF, ndo infectados. Hap-Score, score do haplétipo que representa susceptibilidade
(valores positivos) ou resisténcia (valores negativos). A reconstru¢do dos haplétipos foi
realizada com os marcadores do bloco de LD: rs1934852, rs6657275, rs6671370, rs1342586,
rs4846478, rs6684205, rs1418553, rs900 e rs1473527. Estdo representados apenas 0s

haplétipos com frequéncia superior a 5%.
a) GSS — P simulado =0, 041; MaxST — P simulado = 0,137
b) GSS - P simulado = 0,262; MaxST — P simulado = 0,194

c) GSS - P simulado = 0,410; MaxST — P simulado = 0,260

Com o estudo da transmisséo alélica através do Teste de Desequilibrio da

Transmissdo (TDT) verificou-se que o haplotipo de susceptibilidade a malaria
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cerebral, o TGFB2c, foi transmitido as criancas com malaria severa nao cerebral
numa taxa significativamente inferior a esperada (P = 0,038) (Tabela 9). Embora o
estudo da transmisséo deste haplétipo para as criangcas com maléria cerebral ndo
tenha revelado distorcdo, a significativa reducdo da sua transmissdo para as
criancas com malaria severa ndo cerebral reforca que o haplétipo TGFB2c

controla o modo de apresentacdo da maléria severa.

Tabela 9. Testes de Desequilibrio de Transmissdo com os haplotipos do
gene TGFB2 associados a malaria cerebral.

» . Namero
Haplétipo Fendtipo Observ. Esper. Var (O-E) P
de pares
TGFB2c MC 72 20 18,9 53 0,653
AGATGGTTA SnC 76 7,3 111 3.2 0,038
MC 72 8 7.9 2.6 0,921
TGFB2f
SnC 76 5,7 51 1,7 *
CAACCACAA
MnC 72 5.0 3,7 1,1 *

*N&o analisado por ter muito baixa frequéncia (3%) nos pares mae-crianga; Abreviaturas: MC,
maléria cerebral; SnC, malaria severa ndo cerebral; MnC, malaria ndo complicada; Observ,
transmissbes observadas; Esper, transmissGes esperadas; Var (O-E), variancia (observada-
esperada).

Na populagdo em estudo, a andlise do gene TGFB2 demonstrou que nove
SNPs mostravam sinais sugestivos de associacao especifica a malaria cerebral. A
analise haplotipica mostrou que o haplotipo TGFB2c aumentava o risco especifico
de desenvolver maléaria cerebral, quando comparado a outras complicacdes

graves da malaria.

O gene TGFB2 foi identificado como um gene candidato de
susceptibilidade a maléaria cerebral num cruzamento genético entre estirpes de

murganhos de laboratorio e estirpes derivadas de murganhos de vida selvagem,

91



Gene TGFB2

nos quais a resisténcia a malaria cerebral experimental segregava
separadamente da resisténcia a hiperparasitemia [293]. Esta evidéncia sugeriu
que, no contexto da malaria grave, o gene TGFB2 poderia constituir um factor de
risco para a malaria cerebral. Tanto quanto se sabe, até ao presente momento,
nao foi estudado nenhum tipo de associagdo de variantes genéticas do TGFB2 a

malaria cerebral em seres humanos.

A analise de LD da estrutura haplotipica do gene TGFB2 na populacao
angolana permitiu definir um bloco de LD que abrange 27kb na regido estrutural
do gene e que nao difere substancialmente do mapa de LD da populacdo Yoruba

da Nigéria publicado pelo projecto HapMap (Figura Suplementar 1 - Apéndices).

Com a reconstrucdo haplotipica identificou-se o haplétipo TGFB2c
(AGATGGTTA) que aumenta a susceptibilidade para a malaria cerebral.
Inversamente, o TGFB2F (CAACCACAA), que é o haplétipo de menor frequéncia
na populacdo em estudo, diminui o risco de maléaria cerebral. Esta oposicdo de
efeitos genéticos destes dois haplotipos sobre a malaria cerebral é coincidente
com o facto da combinacédo alélica de um hapl6tipo ser precisamente 0 oposto da
combinacéo alélica do outro. Isto €, para cada um destes dois haplotipos cada
SNP bialélico contribui com um alelo diferente. Este resultado evidencia que
certas variantes genéticas podem ter efeitos opostos na patogénese da maléria

cerebral comparativamente a outras formas graves de malaria.

Seria desejavel a realizacdo de estudos de haplétipos do gene TGFB2
noutras populaces e em areas com diferentes niveis de endemicidade da maléaria
para determinar se a variacdo genética no TGFB2 representa uma vantagem
significativa em termos de proteccdo contra a maléria cerebral. Apesar do
presente estudo ter demonstrado que certas variantes genéticas do TGFB2
parecerem controlar o risco de malaria cerebral desconhece-se se tais variantes

exercem algum efeito funcional.

A citocina Factor transformador de crescimento B2 (TGF-B2) que €
codificada pelo gene TGFB2 é uma das trés isoformas do Factor transformador de
crescimento B (TGF-B) juntamente com as citocinas TGF-f 1 e TGF- 3. O TGF-

€ produzido por uma diversidade de células incluindo as células T, os astrécitos e
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as plaguetas e actua na angiogénese, na hematopoiese, na morfogénese e na

proliferacao celular [294].

O TGF-B é uma citocina anti-inflamatoéria que contribui para a manutencao
da tolerancia imunoldgica e em conjugacdo com a interleucina-2 (IL2) induz a
conversdo das células CD25 ~ para células T reguladoras Foxp3'CD4'CD25"
[295]. Em modelos animais de maléria verificou-se que a producdo do TGF-f
modulava a actividade das citocinas inflamatérias e controlava a parasitemia,

interferindo assim na evolucéo da doenca [296, 297].

Apesar de ndo estar esclarecido o papel das citocinas TGF- na malaria
em humanos [298], num estudo longitudinal de infeccdo com esporozoitos pela
via natural verificou-se que a inducdo das células T reguladoras provocada pelo
TGF-B aumentava a taxa de replicagado do parasita [299]. Estudos de necropsia
demonstraram a acumulacdo de citocinas da familia TGF-B nos cérebros de

doentes que falecerem com o diagndstico de malaria cerebral [300].

Em doentes com maléria severa foram detectados baixos niveis de
citocinas tais como o TGF-B [301, 302], mas persiste o desafio para esclarecer se
as células T reguladoras desempenham algum papel na evolugcédo clinica da
malaria. Num estudo realizado na Gambia, em grupos distintos de criancas com
maléaria ndo complicada e com malaria severa, constatou-se um aumento
significativo mas semelhante do nimero absoluto de células (por litro de sangue)
gue expressavam o fenotipo das células T reguladoras (em citometria de fluxo
CD3'CD4" FOXP3*CD127 / ™) em ambos os grupos de doentes na fase de
convalescenca, comparativamente a fase aguda ou comparando com criancas
controlo saudaveis [303]. Neste estudo foi sugerido que nas criangcas com maléria
severa e nas criancas com maléria ndo complicada, as células T reguladoras
teriam um fendtipo predominante de células de memoria que sdo activadas

durante a fase aguda da doenca.

No cérebro as citocinas TGF-B regulam a vigilancia imunologica, a
mielinizacdo e a sobrevivéncia neuronal [304]. Embora todas as isoformas do
TGF-B estejam presentes no cérebro, o TGF-1 e o TGF-f2 sdo as mais
abundantes [305] .
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Um estudo realizado in vitro demonstrou o papel neuroprotector do TGF-32
produzido pela microglia que sdo as principais células efectoras da imunidade
inata no cérebro [306]. O TGF-B2 protege os neurdnios das lesdes citotoxicas,
promove a diferenciacdo e a sobrevivéncia dos neurdnios dopaminérgicos e
regula negativamente a resposta inflamatéria do sistema nervoso central [307].
Estudos realizados em modelos murinos mostraram que apods injeccao
intravenosa, intramuscular ou intraperitoneal o TGF-B2 atravessava a barreira
hematoencefalica (BEE) difundindo-se no espaco extracelular que circunda os

neurénios e as células da glia [308].

Os astrocitos, secretores de TGF-3, sao reguladores potentes de varias
funcBes das células endoteliais dos capilares cerebrais, contribuindo ndo sé para
a formacédo das juncbes estreitas intercelulares (tight junctions) da BEE mas
também para a sua elevada resisténcia eléctrica e expressdo de sistemas de
transporte altamente selectivos que fornecem nutrientes essenciais ao cérebro
[309]. Foi demonstrado que o TGF- medeia a regulagéo feita pelos astrocitos na
expressao endotelial de factores anticoagulantes [310]. Neste estudo, considera-
se a hipotese de o cérebro possuir apenas um aparelho regulador da hemostase
gue depende dos astrocitos e que ocorre na microcirculacao, sendo mediado pelo
TGF-B. Um estudo retrospectivo de marcadores de lesdo parenquimatosa
cerebral no LCR, realizado em criancas quenianas com malaria severa,
demonstrou uma associagao positiva entre niveis elevados de S-100B (marcador

de degeneracédo dos astrécitos) e o maior risco de convulsdes repetidas [311].

Do ponto de vista préatico, 0 coma € a manifestacdo que permite distinguir a
malaria cerebral das restantes formas de malaria severa e embora se valorize o
sequestro dos eritrocitos parasitados nos capilares cerebrais na patogénese da
malaria cerebral, o sequestro ndo € exclusivamente observado no cérebro nos
doentes com malaria cerebral, sendo observado noutros 6érgdos [312]. Todavia,
em co-culturas de células endoteliais da veia umbilical humana com eritrocitos
parasitados por P. falciparum provenientes de doentes com maléaria cerebral,
demonstrou-se que os niveis de ARNm das proteinas das juncdes estreitas
intercelulares das células endoteliais diminuiam com o tempo de cultura.

Contrariamente, quando os eritrocitos provinham de doentes com malaria nao
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complicada observava-se um aumento de ARNmM proporcional ao tempo de
cultura e no caso dos provenientes de doentes com malaria severa ndo se
observaram alteragbes durante um periodo de observagcdo de trés horas [313].
Considerou-se entdo a hipotese que os eritrocitos parasitados podem alterar a
expressado das proteinas das células endoteliais no local de sequestracéo e deste

modo determinar a severidade da malaria.

Assim, tendo em conta o possivel papel regulador do TGF- na hemostase
cerebral através dos astrocitos (produtores de TGF-B, tal como as células
endoteliais), incluindo a expresséo endotelial de factores anticoagulantes, levanta-
se a hipbtese de que certas variantes genéticas do TGFB2 possam contribuir para
a desregulacdo destes mecanismos. A implicacdo de factores vasculares que
favorecem a vasoconstricdo cerebral em criancas com malaria severa, sublinha a
necessidade de se estudar os eventos microvasculares na circulacdo cerebral
[314] sendo corroborada pelas recentes descri¢cdes de alteracdes da regulacdo do

sistema de coagulagdo na malaria cerebral [314, 315].
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4.2.1.2Gene HMOX1 (Heme oxygenase-1)

Variantes do gene HMOX1 especificam o risco de maléaria cerebral

Andlise individual dos polimorfismos mononucleotidicos (SNPs)

Foram genotipados onze SNPs na regido estrutural do gene HMOX1
cobrindo 17 kb, dos quais dez foram analisados (Tabelas Suplementares A e B -

Apéndices).

No estudo de casos-controlos, ao comparar exclusivamente as frequéncias
alélicas e genotipicas dos casos MC com as dos controlos SnC verificou-se que,
sob o modelo dominante, trés dos dez SNPs analisados aumentavam o risco de
evolucao para a malaria cerebral (OR > 1,81 e P < 0,05 (Tabela 6). Considerando
gue esta associacdo ndo se verificou em nenhum outro teste de associacao,
designadamente entre casos MC e controlos MnC e NIF, concluiu-se que, no
contexto da malaria severa, aqueles SNPs especificam um maior risco de

evolucdo para a malaria cerebral.

Ao comparar as frequéncias alélicas e genotipicas dos casos MC com o0s
controlos MnC, o SNP rs2071748 evidenciou uma tendéncia para associacdo a
malaria cerebral, conferindo susceptibilidade (P = 0,062). Contudo, é de realcar o
facto que este SNP também mostrou uma diferenca estatisticamente significativa
ao comparar as frequéncias genotipicas dos doentes com maldria severa nao
cerebral (SnC) com as dos controlos MnC (P = 0,039; dado ndo apresentado).
Com este resultado infere-se que o rs2071748 € um polimorfismo que nao esta
especificamente associado a malaria cerebral, sugerindo contribuir para um

aumento de risco de progressao para a malaria severa.
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Tabela 10. Polimorfismos mononucleotidicos (SNPs) analisados no gene HMOX1.

Testes de Associagao

Frequéncia do alelo de referéncia (%) P
Referéncia Odds-Ratio (IC 95%)
dbSNP

AR) (ni/l1C30) (niqg:S) (n'\irl‘fz) (n':\'é';g) MC/SnC MC/MnC MC/NIF
r517?c7)8600 64,0 60,0 61,0 61,0 0,236 0,424 0,462
'320(%746 760 780 71,0 72,0 0,748 0,161 0,251
rszo(gms 70,9 71,8 628 65,3 0,004 - ((2)'%672_2’56) LAt
r581(3é£;532 w2 43 w25 80 g ?1,%27533722) 0,259 0,293
rs72(£C§:E)>877 3 40 W6 W4 (01,%2713'22) 0,401 0,317
rsll?é)2889 sa a3 s7 w8 g &%352_3,22) 0,341 0,242
rsgzzé2)194 56,3 50,7 557 54,0 0,063 0,463 0,157
rszz(zés)llz 76,7 795 70,9 74,6 0,833 0,076 0,397
rsBSZ%S))Sl? 88,0 885  87.8 88,5 0,651 0,061 0,714
rsl??g)3419 88,0 887 844 863 0,891 0,172 0,492

A tabela apresenta as frequéncias alélicas referentes aos alelos que conferem susceptibilidade a malaria
cerebral ou aos alelos de menor frequéncia. Os valores de P e os Odds-Ratios referem-se a analise
genotipica e foram obtidos por regresséo logistica sob o modelo dominante. Abreviaturas: AR, alelo de
referéncia; MC, malaria cerebral; SnC, malaria severa ndo cerebral; MnC, malaria ndo complicada; NIF,

nao infectados.

Os polimorfismos do gene HMOX1 de risco especifico para a maléaria
cerebral integram um forte bloco de linkage disequilibrium

Andlise de linkage disequilibrium

Prosseguindo com a metodologia definida, analisou-se na regido do gene
HMOX1 se a posicao relativa dos trés SNPs que aumentavam especificamente o
risco de desenvolver malaria cerebral, contribuiria para definir um bloco de
polimorfismos que teriam uma maior probabilidade de serem herdados em

conjunto.
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De facto, o0 mapa de LD da regido em analise revelou que cinco dos dez
SNPs do gene HMOX1 mapeavam dentro de um bloco que se encontrava em
forte LD, sendo o r*>> 0,9, numa distancia de 9,3 kb (Figura 21). Nesta regido,
encontravam-se ndo s6 os trés SNPs especificos de maléaria cerebral, mas
também o SNP rs9622194 que tinha uma associacdo marginal a malaria cerebral
(P = 0,063, Tabela 10) e 0 rs2071748.
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Figura 21. Testes de associacdo e andlise de LD dos dez SNPs genotipados no gene HMOX1. o
diagrama representa, no eixo das ordenadas, o logaritmo neperiano do valor de P dos testes de associacdo dos SNPs
enumerados no eixo das abcissas, obtido a partir de analise de regresséo logistica. Os pontos em vermelho, azul e verde
representam os resultados da andlise de associagdo com os SNPs entre os casos de maléria cerebral (MC) e os controlos
com maléria severa ndo malaria cerebral (SnC), malaria ndo complicada (MnC) e néo infectados (NIF), respectivamente. A
parte superior do diagrama mostra uma representacdo em escala da estrutura do gene HMOX1: os exdes estdo
representados por caixas e referenciados com o respectivo nimero. A parte inferior do diagrama representa o LD entre um
par de SNPs medido pelo r2. A imagem, em baixo e a esquerda, corresponde a escala de cores que representam 0s

valores de LD, desde o amarelo (r* = 0) até ao vermelho (r* = 1). Este diagrama é uma adaptacéo da figura produzida pelo
snp. plotter R package.
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Um haplétipo do gene HMOX1 confere susceptibilidade inespecifica a

maléria cerebral

Associacédo haplotipica

Recorreu-se a metodologia de reconstrucédo haplotipica, usando todos os
SNPs do bloco de LD, de forma a estudar a possibilidade de algumas
combinacdes alélicas daqueles SNPs exercerem um efeito conjunto no risco

especifico de progressdo da maléaria severa para a malaria cerebral.

Identificaram-se seis haplotipos que, por ordem decrescente de frequéncia,
se designaram de HMOXla até HMOX1f. Destes, apenas trés (HMOXla,
HMOX1b e HMOX1c) foram analisados por terem uma frequéncia superior a 5%
na populacdo (Tabela 7). O haplétipo mais frequente, HMOX1a (AATAA), era
constituido pela combinacdo dos alelos alternativos (opostos) aos alelos de
susceptibilidade dos SNPs especificamente associados a malaria cerebral
(rs8139532, rs7285877 e rs11912889). Apesar de ser o mais frequente, o
hapl6étipo HMOX1a nado evidenciou qualquer associacdo a malaria cerebral. No
entanto, foram identificados dois haplétipos que continham os alelos de
susceptibilidade a malaria cerebral. A frequéncia do hapl6tipo HMOX1c (AGCGG)
era significativamente maior nos casos MC ao compara-los ndo s6 com o0s
controlos SNC mas também com os controlos MnC e NIF (Tabela 11). Contudo,
os resultados dos testes globais de associacdo (GSS e MaxST) mostram que a
associacdo mais forte é a que se verifica ao comparar os casos MC com 0s
controlos MnC. Este resultado sugere que o haplétipo HMOX1c é um factor

genético inespecifico que aumenta o risco de progressao para a malaria cerebral.

Uma vez que a associacdo do haplétipo HMOX1c a malaria cerebral era
mais evidente ao comparar os casos MC com os controlos MnC (P = 0,002),
sugerindo ser um factor inespecifico de susceptibilidade a malaria cerebral,
investigou-se a transmissao deste haplotipo das mées para os controlos com
malaria ndo complicada. Os resultados do TDT demonstraram que as maes
transmitiram o haplétipo HMOX1c as criangas com malaria ndo complicada numa

taxa significativamente inferior a esperada (P = 0,004) (Tabela 12). Esta menor
99



Gene HMOX1

transmissdo do haplotipo HMOX1c as criangas com malaria ndo complicada

reflecte o efeito deste haplétipo no controlo da evolugéo da maléria.

Tabela 11. Associacdo dos haplotipos do gene HMOX1 com os distintos fendétipos da

malaria.
MC versus Controlos Scnoi;/f)rlf)is
Frequéncia dos haplétipos (%) P-simulado .
P- simulado
o (Hap-Score)
Haploétipos (Hap-Score)
MC SnC MnC NIF mcC/ MC/ . MmC/ SnC/d SnC/
(n=130)  (n=158) (n=142) (n=319) snC® MnC NIF € MnC NIF ©
HMOX1a
AATAA 41,3 45,7 42,1 43,2 0,360 0,938 0,620 0,377 0,586
HMOX1b 0,056 0,015 0,063
GGCGG 29,1 28,0 37,5 34,7 0,708 (-1.94) 0,220 (-2.42) (1,78)
/':ggééc 22,7 14,8 11,7 14,6 0026 0002 0013 0259 0,992
(2,112) (3,06) (2,41)

Abreviaturas: MC, malaria cerebral; SnC, maléria severa ndo cerebral; MnC, malaria ndo complicada; NIF, ndo
infectados. Hap-Score, score do haplotipo que representa susceptibilidade (valores positivos) ou resisténcia (valores
negativos). A reconstru¢do dos haplétipos foi realizada com os marcadores do bloco de LD, rs2071748, rs8139532,
rs7285877, rs11912889 e rs9622194. Estao representados apenas os haplétipos com frequéncia superior a 5%.

a) GSS - P simulado = 0,061; MaxST — P simulado = 0,084
b) GSS - P simulado = 0,009; MaxST — P simulado = 0,006
c) GSS - P simulado = 0,105; MaxST — P simulado = 0,038
d) GSS — P simulado =0,151; MaxST — P simulado = 0,067
e) GSS — P simulado = 0,105; MaxST — P simulado = 0,160
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Contudo, € de especial relevancia o facto do efeito do haplotipo HMOX1c
(AGCGG) na susceptibilidade a maléaria cerebral ser revertido para um efeito
protector no haplétipo HMOX1b (GGCGG) que apesar de evidenciar um sinal
marginal (P = 0,056) deve ser valorizado tendo em conta os valores de P
simulado dos testes globais de associacdo (GSS e MaxST) (Tabela 11). A
reversdo deste efeito correlaciona-se com a substituicdo do alelo A do
rs2071748 no HMOX1c pelo alelo G no HMOX1b. Este haplétipo (HMOX1b) era
menos frequente ndo s6 nos casos MC mas também nos controlos SnC, quando
comparados com os controlos MnC e NIF (Tabela 11). Uma vez que as
frequéncias nos casos MC e nos controlos SnC eram muito semelhantes,
levantou-se a hipotese do haplotipo HMOX1b ser um factor de proteccao
inespecifico contra a malaria severa e nao especificamente contra a maléaria
cerebral. Com o intuito de analisar esta hipotese, agruparam-se todos os
doentes com malaria cerebral e com malaria severa ndo cerebral como malaria
severa e através do TDT estudaram-se as transmissdes do haplotipo HMOX1b
em 224 pares mée-crianga afectada. O TDT demonstrou que a transmisséo do
haplétipo HMOX1b as criancas com maléria severa foi significativamente inferior
a esperada (P = 0,042), dando consisténcia a hipétese que este haplétipo ndo é
um factor especifico de protec¢do contra a malaria cerebral mas sim contra a
maléaria severa em geral (Tabela 12).

Tabela 12. Testes de Desequilibrio de Transmissdo com o0s

haplétipos associados do gene HMOX1.

Ndmero
Haplétipo  Fendtipo de Observ. Esper. Var (O-E) P
doentes
MC + SnC 224 127,0 131,6 30,7 0,042
HMOX1b
GGCGG
MnC 106 75,9 71,5 14,7 0,303
MC 103 42,2 39,8 10,8 0,543
HMOX1c
AGCGG SnC 112 34,2 37,0 10,5 0,416
MnC 106 23,1 32,5 9,0 0,004

Abreviaturas: MC, malaria cerebral; SnC, malaria severa nédo cerebral; MnC, malaria ndo
complicada; NIF, ndo infectados. Observ, transmissfes observadas; Esper, transmisses
esperadas; Var (O-E), variancia (observada-esperada).
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Os alelos associados a maléaria cerebral controlam a expressao do gene
HMOX1

A analise de associacdo genética sugeriu que certas variantes do gene
HMOX1 podem condicionar o modo de apresentacdo clinica da maléaria. Tendo
em conta que a enzima heme oxigenase-1 (HO-1), codificada pelo gene HMOX1,
€ induzida na infeccéo pelo P. falciparum, investigou-se nos doentes com malaria
cerebral se tais variantes poderiam influenciar também o nivel de expressédo do
gene HMOXL1. Através da técnica de PCR em Tempo Real quantificou-se o ARNm
do gene HMOX1 nas células do sangue periférico de 43 doentes com malaria
cerebral e constatou-se que a média de expressao relativa era de 4.91 (= 4.26). A
andlise de QTL nivel de expressdo génica foi efectuada com o programa Plink
(versdo 1.6) testando-se o modelo genético aditivo. Esta andlise revelou
associacao significativa de quatro SNPs do bloco de LD do gene HMOX1 ao traco
de expressédo do HMOX1 (Tabela 13).

Tabela 13. Analise de locus de traco
quantitativo (QTL) referente a expressao
génica de HMOX1.

Referéncia
AR BETA L95 U9 P simulado
dbSNP

rs2071748 G 036 -165 237 0,731

rs8139532 G 2,07 0,29 3,85 0,021

rs7285877 C 2,07 0,29 3,85 0,021

rs11912889 G 2,23 0,44 4,03 0,012

rs9622194 G 1,88 0,13 3,63 0,028

AR, alelo representado na configuragdo do haplétipo
HMOX1b. Os resultados referem-se a andlise de QTL
utilizando o modelo aditivo. Beta é o coeficiente de regresséo.
L95 e U95 representam os limites inferiores e superiores do

intervalo de confianca de 95% do coeficiente de regresséo.
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E interessante realcar que os quatro SNPs que controlavam a expressao
do gene HMOX1 incluiam os trés SNPs associados a malaria cerebral, sugerindo
que estas variantes genéticas poderiam contribuir para a evolu¢cdo da malaria,

através do controlo da sintese da enzima HO-1.

Os alelos associados a malaria cerebral controlam os niveis de heme livre

plasmatico

A HO-1 é a enzima que cataboliza o heme livre plasmatico. Como forma de
avaliar a consisténcia da associacdo observada entre os SNPs do gene HMOX1 e
0 nivel de expressao génica que influencia a sintese da enzima HO-1, foram
determinados os valores do heme livre no plasma em 56 doentes com malaria
cerebral e em 52 controlos SnC. A média dos valores dos niveis plasmaticos de
heme livre em todos os doentes foi de 7,6 uM, embora registando-se uma ampla
variacdo de 1,3 uM a 71,6 uM. Verificou-se que todos os controlos SnC excepto
um (2%) tinham niveis de heme livre abaixo do valor médio de 7,6 uM (Figura 22).
Por outro lado, 13 dos 56 casos de malaria cerebral (24%) evidenciaram niveis
elevados de heme livre (> 7,6), contribuindo para uma diferenca significativa na
distribuicdo dos niveis de heme livre nos casos MC comparativamente com 0s

controlos SnC (P = 0,003, teste de Smirnov-Kolmogorov).

N&do foi encontrada nenhuma correlacdo clinica que explicasse a
associacdo dos valores elevados de heme livre a malaria cerebral,
nomeadamente com o grau de parasitemia, a severidade da anemia, a presenca

da mutacdo HbS, a gravidade do coma ou com o 6bito.
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Figura 22. Distribuicdo dos valores de heme livre plasmatico nos doentes com maléria

severa. A concentracdo plasmatica (uM) do heme livre foi medida no plasma na admissdo em 56 doentes com malaria

cerebral (MC) e em 52 doentes com malaria severa néo cerebral (SnC). Cada triangulo representa o valor absoluto do
heme livre em cada doente.

Através da andlise de QTL explorou-se se os SNPs que controlavam o
nivel de expressao do gene HMOX1 também influenciavam os niveis plasméaticos
do heme livre nos doentes com malaria cerebral. A analise de QTL, sob o0 modelo
aditivo, demonstrou associacao significativa dos niveis de heme livre aos cinco
SNPs do bloco de LD do gene HMOX1 (Tabela 14). Neste grupo estavam
incluidos os trés SNPs (rs8139532, rs7285877 e rs11912889) que nao sO
aumentavam o risco especifico de evoluir para a malaria cerebral mas também os
niveis de expressdo do gene HMOX1. O SNP rs2071748, que distingue o
haplétipo HMOX1b protector contra a malaria severa do haplétipo HMOX1c que
confere susceptibilidade a malaria cerebral (Tabela 11), também se mostrou
marginalmente associado ao controlo genético dos niveis de heme livre no
plasma (P = 0,047). Nao se verificou associacdo ao efectuar o mesmo tipo de

analise nos controlos com maléria severa néo cerebral.
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Tabela 14. Anélise de locus de trago quantitativo

(QTL) referente ao nivel plasmético de heme livre.

Referéncia
AR BETA L95 u9s5 P simulado

dbSNP

rs2071748 G -8,66 -16,74 -0,57 0,047
rs8139532 G -7,46 -13,48 -1,43 0,023
rs7285877 C -7,44 -13,51 -1,37 0,023
rs11912889 G -7,44 -13,52 -1,37 0,022
rs9622194 G -7,17 -13,07 -1,26 0,028

RA, alelo representado na configuragdo do haplétipo HMOX1b. Os
resultados referem-se a analise de QTL utilizando o modelo aditivo.
Beta é o coeficiente de regressdo. L95 e U95 representam os limites
inferiores e superiores do intervalo de confianca de 95% do

coeficiente de regresséo.

Controlo da expresséo génica de HMOXL1 e dos niveis de heme livre nos

doentes com maléaria cerebral

A Figura 23 ilustra o efeito genético de cada um dos trés SNPs associados
a maléria cerebral na expressdo do gene HMOX1 e nos niveis plasmaticos de
heme livre. Nestes graficos é notoério que os gendtipos que promovem o aumento
da média da expressdo génica de HMOX1 diminuem a média dos valores de
heme livre no plasma dos doentes com malaria cerebral. E necessario realcar que
a expressao de HMOX1 e os niveis de heme livre foram medidos em dois grupos
distintos, ndo sobreponiveis, de doentes com malaria cerebral, garantindo deste
modo uma avaliacdo independente dos efeitos genéticos dos SNPs sobre os dois

tragos quantitativos.
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Figura 23. Controlo genético da expressdao de HMOX1 e dos niveis plasméticos de heme

livre pelos SNPs rs8139532, rs7285877 e rs11912889 nos doentes com malaria cerebral.

O nivel de expresséo génica de HMOXL1 representa a transformacgé&o logaritmica de base 10 das unidades relativas e foi
medido em 43 doentes. As concentragdes plasmaticas de heme livre estdo expressas em uM e foram medidas em 54

doentes. As barras de erro representam o intervalo de confianga de 95% da média dos valores, de acordo com o genotipo.
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Esta andlise sugere que as variantes genéticas de HMOX1 que nos
doentes com maléria cerebral contribuem para o0 aumento da expressao génica de
HMOX1 também estdo associadas a consequente diminuicdo do heme livre, o
substrato enzimatico da HO-1. Observou-se também que a configuracdo alélica
do haplotipo HMOX1b, que protege contra a malaria severa, exerce o seu efeito
genético diminuindo os niveis de heme livre (Tabela 14, coluna Beta) e
aumentando a expressao de HMOX1 (Tabela 13, coluna Beta). Estes resultados
indicam que os alelos que integram o haplotipo HMOX1b medeiam a protecc¢éo
contra a malaria severa, através do aumento da degradacdo do heme livre
promovida pela enzima HO-1. Curiosamente, o SNP rs2071748 n&o evidencia

nenhum efeito sobre a expressdo de HMOX1 (Tabela 13).

Neste estudo, numa coorte de criangas angolanas, demonstrou-se que
diferentes variantes genéticas do gene HMOX1 (Heme oxygenase-1) contribuem
para o0 risco de progressdao da malaria, condicionando diferentes formas de

apresentacao clinica.

Ao comparar casos MC com os controlos SnC verificou-se que trés SNPs
do gene HMOX1 (rs8139532, rs7285877 e rs11912889) estavam especificamente
associados a sindrome malaria cerebral com OR de 1,8 (Tabela 10). Para reforcar
que tais factores genéticos eram especificos da sindrome malaria cerebral, os
casos MC também foram comparados com os controlos MnC e NIF, ndo se tendo

encontrado nenhuma associagao.

Identificou-se ainda uma combinacdo haplotipica, o haplétipo HMOXlc,
com uma frequéncia de 14,6% na populacdo ndo infectada que aumentava
inespecificamente o risco de malaria cerebral. O facto da sua transmisséo para as
criancas com malaria ndo complicada ter sido significativamente inferior a
esperada, sugere que a auséncia deste haplotipo favorece a apresentagéo clinica
da doenga sob a forma ndo complicada. Pelo contrério, o haplétipo HMOX1b
revelou um efeito protector em relacdo as formas de malaria severa. Este

haplotipo foi transmitido numa taxa significativamente inferior a esperada aos
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doentes que desenvolveram complicacées da malaria, sugerindo que a auséncia
do haplétipo HMOX1b favorece a evolugdo para a malaria severa (Tabelas 11 e
12). Esta constatacdo motivou investigar se os alelos integrantes do haplotipo
HMOX1b teriam algum papel na regulacdo da expressao do gene HMOX1 ou na
actividade da enzima heme oxigenase-1 (HO-1) que € o produto do gene. De
facto o estudo de traco quantitativo referente a expressdo génica de HMOX1
mostrou que tais alelos aumentavam a expressdo de ARNm de HMOX1 nas
células do sangue periférico, o que faz inferir que o haplétipo HMOX1b pode
interferir aumentando a transcricdo do gene HMOX1 e consequentemente

aumentar a sintese da enzima HO-1.

Sendo o heme livre um substrato da enzima HO-1, uma forma indirecta de
investigar a eventual influéncia dos alelos integrantes do haplétipo HMOX1b seria
medir os niveis plasmaticos de heme livre em doentes com maléaria severa,
explorando assim, também de forma indirecta, o grau de actividade da enzima. A
andlise dos niveis plasmaticos do heme livre nos doentes com malaria cerebral e
com maléria severa ndo cerebral revelou que enquanto quase todos os doentes
com malaria severa nao cerebral (SnC) tinham valores baixos de heme livre
plasmatico, cerca de um quarto dos doentes (24%) com malaria cerebral tinha
valores de heme livre elevados. Este facto faz ponderar sobre a hipétese de os
niveis plasméaticos elevados de heme livre contribuirem para a fisiopatologia da
malaria cerebral. Constatou-se que os alelos do haplétipo protector contra a
malaria severa (HMOX1b) se associavam aos valores plasmaticos mais baixos do

heme livre, apenas nos doentes com maléria cerebral.

Os resultados obtidos com a andlise de associacao genética de casos-
controlos encontram uma interpretagdo biolégica nos resultados da analise de
tracos quantitativos, porquanto os alelos integrantes do haplotipo que protege
contra as formas graves de malaria ndo s6 medeiam o aumento da transcricdo do
gene HMOX1, mas também se associam a valores plasmaticos baixos de heme
livre nos doentes com malaria cerebral. A importancia destes efeitos genéticos é
reforgcada pelo facto de ndo se ter encontrado, na populacao estudada, nenhuma
correlacdo entre os genotipos dos SNPs do gene HMOX1 que modificam o risco

de malaria severa e a parasitemia, nem entre os valores elevados de heme nos
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doentes com malaria cerebral e qualquer caracteristica clinica, designadamente a
presenca de anemia severa, a gravidade do coma, o 6bito, nem mesmo com o
grau de parasitemia. Todavia, ndo foram investigados exaustivamente o0s
genadtipos da haptoglobina ou a ahaptoglobinémia e outros factores que podem
influenciar os valores do heme livre nas populacbes de areas endémicas de
malaria [316, 317]. Para o presente estudo foram genotipados trés SNPs do gene
que codifica para a haptoglobina (HP). O dnico SNP que se encontrava em
equilibrio de Hardy-Weinberg (rs5471) ndo estava associado a malaria cerebral,

mas sim a malaria severa ndo cerebral (Tabela 25).

Por outro lado, também se verificou que os efeitos genéticos das variantes

do HMOX1 descritos no presente estudo sédo independentes da mutacdo HbS.

A interpretacdo deste conjunto de resultados, levanta a hipotese de que o
efeito protector do haplétipo HMOX1b contra a malaria grave, concretiza-se
através do aumento da degradacdo do heme livre pela enzima hemoxigenase-1
(HO-1). Este foi o mecanismo proposto em modelos murinos para explicar a
proteccdo conferida pela enzima HO-1 contra a malaria grave [259]. Neste
contexto, e de acordo com a complexidade poligénica da genética da malaria, a
contribuicdo da variagcdo genética no HMOX1 parece exercer-se ao nivel do
controlo da degradacdo do heme livre, contrariando assim as respostas
inflamatérias que quebrariam a barreira hematoencefalica na evolucdo da
patogénese da malaria cerebral [318]. Nestas observacfes fundamenta-se a
hipétese de que o haplétipo HMOX1b diminui o risco das formas severas de
malaria, promovendo o aumento da sintese de HO-1 que reforca a resposta anti-
inflamatéria induzida pela HO-1, incluindo-se nesta resposta a degradacédo do
heme livre. Embora na populacdo em estudo o haplétipo HMOX1b proteja contra
a malaria severa em geral, o efeito dos alelos que o integram sobre a expressao
génica e sobre os niveis de heme livre so se evidenciam nos doentes com malaria
cerebral. Esta observacéo parece reforcar a ideia que certas variantes genéticas
do gene HMOX1, no contexto da maléaria severa, permitem distinguir os doentes
com maléria cerebral, porquanto os portadores dos alelos que configuram o
haplétipo HMOX1b tém a capacidade de aumentar a sintese de HO-1 que por sua

vez promove uma maior degradacdo do heme. Em modelos animais de maléaria
109



Gene HMOX1

com murinos demonstrou-se que a enzima HO-1 desencadeava uma resposta
anti-inflamatoéria que suprimia a malaria cerebral experimental [259]. Um estudo
realizado em doentes de Myanmar (Tailandia) sugeriu que microssatélites de uma
repeticdo GT do gene HMOX1 constituem um factor de risco para a malaria
cerebral [264]. E importante realcar que esta repeticdo GT mapeia fora do bloco
de LD, entre os SNPs rs2071746 e rs2971748, precisamente numa regido em que
a associacao a malaria cerebral estd em franco declinio. Assim, tendo em conta o
tipo de estrutura haplotipica identificada na populacdo do presente estudo,
provavelmente o microssatélite GT contribuiria muito pouco para o estudo da
associacdo da estrutura haplotipica do gene HMOX1 com as diferentes formas de
apresentacao da malaria. A Figura Suplementar 2 (Apéndices) mostra o mapa de
LD da populacdo Nigeriana Youruba publicado pelo projecto HapMap, que tem

uma estrutrura que nao difere muito da populacéo do presente estudo.

A explicacdo do mecanismo através do qual o haplétipo HMOX1c confere
susceptibilidade a malaria cerebral € menos clara. E interessante realcar que a
presenca do alelo A na posicdo do rs2071748 distingue o haplétipo HMOX1c
(AGCGG) que confere susceptibilidade a malaria cerebral, do haplotipo HMOX1b
(GGCGG) que protege contra a malaria severa (Tabela 11). Se, por um lado, o
alelo G na posicao do rs2071748 contribui para diminuir os niveis plasmaticos do
heme livre no contexto do haplétipo HMOX1b, por outro lado, este alelo nédo
consegue exercer nenhum efeito na expressao génica do HMOX1 (Tabelas 13 e
14). Esta constatacdo levanta a hipotese de que no contexto do haplétipo
HMOX1c, o efeito genético representado pelo alelo A anula o controlo sobre a
expressdo génica de HOMX1 e dos niveis de heme livre, aumentando
possivelmente o risco de malaria cerebral. A frequéncia relativa dos haplétipos de
HMOX1 fazem ponderar a possibilidade do haplétipo HMOX1c representar uma
combinacéo genotipica de relativa baixa frequéncia na populacdo em estudo que
advém da recombinagdo entre o HMOXla e o HMOX1b e da origem a um
haplétipo de susceptibilidade. Na verdade, a analise haplotipica sugere que as
variantes do gene HMOX1 que aumentam o risco de malaria cerebral actuam em
diferentes fases da evolugéo clinica da maléaria. Isto é particularmente relevante

se o0s alelos dos SNPs forem avaliados individualmente, como é o caso do alelo A
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do rs2071748 que tem diferentes contribuicbes na progressdo da doenca, de
acordo com o contexto haplotipico. Deste modo, levanta-se a possibilidade de o

gene HMOX1 poder actuar em diferentes niveis da patogenia da malaria humana.
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4.2.1.3GENE CD36 (Thrombospondin receptor)

Variantes do gene CD36 influenciam inespecificamente o risco de malaria
cerebral

Andlise individual dos polimorfismos mononucleotidicos (SNPs)

Genotiparam-se quinze SNPs numa extenséo que cobria 74,8 kb da regido
estrutural do gene CD36, tendo sido analisados onze SNPs (Tabelas

Suplementares A e B - Apéndices).

Ao comparar as frequéncias alélicas e genotipicas dos casos MC com os
controlos SnC verificou-se que dois dos onze SNPs analisados (rs11994182 e
rs3211821) conferiam um aumento de risco de maléria cerebral (OR =2,2 e OR =
1,5, respectivamente) (Tabela 15). Contudo ao comparar os casos MC com 0s
controlos NIF, o SNP rs1194182 mostrou uma associagédo ainda mais forte (P =
0,002; OR = 2,7). Por outro lado, a associacdo do SNP rs3211821 a malaria
cerebral foi muito mais evidente ao comparar os casos MC com os controlos MnC
(P = 0,006). Um terceiro polimorfismo, o rs1358337, apenas revelou associacdo
ao comparar os casos MC com os controlos MnC e NIF (Tabela 15). Nenhum dos
SNPs genotipados mostrou sinais de associacdo a malaria severa ndo cerebral

(dados nédo apresentados).
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Tabela 15. Polimorfismos mononucleotidicos (SNPs) analisados no gene CD36.

Testes de Associagéo
=]

Frequéncia do alelo de referéncia (%) Odds-Ratio (IC 95%)

Referéncia

dbSNP

(AR) (niﬂfso) (ns=?.g8) (n'\irl‘ffz) (n’;lé'ig) Mc/snc® Mc/Mnc?®  MCNIE®
221)194182 402 209 323 314 2’2(2’1?1?4,5) 0,070 2,7(2’1?2_24’8)
23049654 453 39,7 398 39,3 0,200 0,203 0,118
ESG3)21181° 14,6 15,0 15,0 14,5 0,886 0,887 0,652
Eff)’znsll 12,2 10,6 11,3 12,8 0,540 0,760 0,193
($3211820 22,1 284 283 262 0,106 0,136 0,430
(A)

S oMs 89 29 3. g0thy 1gasg 1,40&2?03.;9)
223;211849 37,3 36,1 366 36,6 0,770 0,875 0,090
%358337 463 411 368 399 0239 4‘2*1(?(3)?2’0) 1,8(2*1(??3’ "
223;211909 29,7 309 323 28,6 0,777 0,535 0,615
223;211958 11,1 11,8 11,7 12,3 0,075+ 1,0 0,200
[i§755 15,1 17,3 16,7 17,9 0,488 0,618 0,400

A tabela apresenta as frequéncias alélicas referentes aos alelos que conferem susceptibilidade a
malaria cerebral ou aos alelos de menor frequéncia. Os valores de P e os Odds-Ratios referem-se a
analise genotipica e foram obtidos por regresséo logistica sob os modelos a) aditivo ou b) recessivo.
*Sem equilibrio de Hardy-Weinberg. Abreviaturas: AR, alelo de referéncia; MC, malaria cerebral; SnC,

malaria severa nao cerebral; MnC, malaria ndo complicada; NIF, ndo infectados.
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Estes resultados indicam que todos os polimorfismos associados
aumentam o risco de progressdo para a malaria cerebral. Contudo, a luz dos
critérios de interpretacdo dos diferentes testes de associacao entre casos MC e
os trés grupos controlos, o efeito mais forte destas variantes ndo se verifica no

contexto da doenca severa.

Analise de linkage disequilibrium

Utilizou-se a analise de LD para avaliar o efeito da posicéo relativa dos
SNPs associados a malaria cerebral e constatou-se que nove SNPs mapeavam
ao longo de uma distancia que cobria 74,8 kb na regido do gene CD36, definindo
um bloco de LD que foi quebrado por dois SNPs (rs3211849 e rs7755) (Figura
23). Os dois SNPs que aumentavam o risco de malaria cerebral no contexto da
malaria severa (rs1194182 e rs3211821) distavam um do outro em 45 kb na

regido do gene CD36 e encontravam-se num contexto de LD fraco (r* = 0,4).

A reconstrucao haplotipica excluiu os dois SNPs que quebravam o bloco
de LD. Utilizando os restantes sete SNPs identificaram-se cinco haplétipos que
foram designados por ordem decrescente de frequéncia de CD36a até CD36e
(Tabela 16). O haplétipo CD36b evidenciou associacdo a malaria cerebral ao
comparar os casos MC com os controlos MnC (P simulado = 0,043) e NIF (P
simulado = 0,026). No contexto da malaria severa o sinal de associa¢cdo a malaria
cerebral revelou-se marginal (P simulado = 0,072) (Tabela 16). Todavia, o efeito
isolado do haplétipo CD36b ndo se mostrou suficientemente forte para ser

detectado na estatistica global (alinea b da legenda da Tabela 16).
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Figura 24. Testes de associagdo e analise de LD dos dez SNPs genotipados no gene CD36.
O diagrama representa, no eixo das ordenadas, o logaritmo neperiano do valor de P dos testes de
associacdo dos SNPs enumerados no eixo das abcissas, obtido a partir de andlise de regresséo
logistica. Os pontos em vermelho, azul e verde representam os resultados da andlise de
associacdo com os SNPs entre os casos de maléria cerebral (MC) e os controlos com maléria
severa ndo malaria cerebral (SnC), malaria ndo complicada (MnC) e nao infectados (NIF),
respectivamente. A parte superior do diagrama mostra uma representacdo em escala da estrutura
do gene CD36: os exfes estdo representados por caixas e referenciados com o respectivo
nimero. A parte inferior do diagrama representa o LD entre um par de SNPs medido pelo r*. A
imagem, em baixo e a esquerda, corresponde a escala de cores que representam os valores de
LD, desde o amarelo (r* = 0) até ao vermelho (r* = 1). Este diagrama é uma adapatacéo da figura

produzida pelo snp. plotter R package.
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Tabela 16. Associacao dos haplotipos do gene CD36 com os fenétipos da malaria.

Maléaria Cerebral

Versus
Controlos
Frequéncia dos haplétipos (%) P-simulado
Haplétipos (Hap-Score)
MC SnC MnC NIF a b c

(n=130) (n=158) (n=142) (n=319) MC/SnC MC/MnC MCINIF
CD36a 31,0 36,5 37,6 34,3 0,225 0,137 0,235
CATTATA
CD36b 26,2 19,5 17,7 19,0 0,072 ?210;43 (g'%?
GCTTGCA ' '
CD36¢c 7,8 51 6,7 7,6 0,243 0,521 0,676
GATCATA
CD36d 8,9 5,5 6,7 7,3 0,321 0,333 0,639
CCGTGCA
CD36e 5,3 7,3 5,8 6,2 0,461 0,753 0,700
CATTACA

Abreviaturas: MC, maléria cerebral; SnC, malaria severa ndo cerebral; MnC, malaria ndo complicada; NIF, nédo infectados.
Hap-Score, score do haplétipo que representa susceptibilidade (valores positivos) ou resisténcia (valores negativos). A
reconstrucdo dos haplétipos foi realizada com os marcadores do bloco de LD: rs1194182, rs1049654, rs3211810,
rs3211811, rs3211821, rs1358337 e rs3211958. Estdo apenas representados os haplétipos com frequéncia superior a 5%.

a) GSS — P simulado =0, 215; MaxST — P simulado = 0,314
b) GSS — P simulado = 0,215; MaxST — P simulado = 0,188
c) GSS — P simulado = 0,214; MaxST — P simulado = 0,107

O TDT nao demonstrou distor¢cdo da transmissdo do haplétipo CD36b, quer
para as criancas com maléaria cerebral, quer para as criancas com malaria nao
complicada (Tabela 17). Este resultado parece reforcar a ideia da debilidade do
efeito genético deste haplétipo na evolugdo da maléria, de acordo com os dados

da estatistica global anteriormente referenciados.

Tabela 17. Testes de Desequilibrio de Transmissdo com o
haplétipo CD36b.

Fendtipo (’;‘eurr)n;:; Observ.  Esper. Var (O-E) P

MC 100 50,6 47,4 10,8 0,296
SnC 105 20,8 20,1 53 0,750
MnC 100 11,3 14,5 4,2 0,292

Abreviaturas: MC, malaria cerebral; SnC, malaria severa ndo cerebral; MnC, malaria
nao complicada. Observ, transmissfes observadas; Esper, transmissfes esperadas;

Var (O-E), variancia (observada-esperada).
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Na populacdo em estudo constatou-se que trés SNPs do gene CD36
aumentavam o risco de progressdo para a malaria cerebral. Todavia, nhenhum
destes polimorfismos revelou o efeito exclusivo de distinguir os doentes de
malaria cerebral dos doentes com outras formas de malaria grave. A analise de
LD mostrou que a probabilidade dos SNPs associados a malaria cerebral serem
herdados como um conjunto era baixa. Em consequéncia, os valores da
estatistica global da analise haplotipica levaram a concluir que o efeito de
associacdo do haplétipo CD36b a maléaria cerebral era muito modesto. O estudo
de transmissdo haplotipica, ao ndo confirmar a distor¢cdo da transmissdo daquele
haplétipo em nenhum dos grupos, designadamente nos casos MC nem
indirectamente nos controlos MnC, reforcou a assercdo da fraqueza do efeito

genético do haploétipo CD36b.

Existe bastante heterogeneidade e discordancia em estudos realizados em
diferentes populagbes que analisam a associagdo de variantes genéticas do
CD36 a maléria severa, incluindo a malaria cerebral [186, 187, 196]. A Figura
Suplementar 3 (Apéndices) mostra o mapa de LD (r?) da populacdo HapMap
Yoruba da Nigéria, chamando a atencdo algumas diferencas com a populacdo do
presente estudo.

Os polimorfismos do gene CD36, T1264G (rs3211938) e o do exdo 10
G1439C+1444delA, foram associados a susceptibilidade a malaria grave,
incluindo a malaria cerebral, na populacdo da Gambia. No Quénia observou-se o
mesmo tipo de associacdo, mas apenas em relacdo ao rs3211938 [186]. No
presente estudo, tal como ocorreu em relacdo a mutacdo G1439C+1444delA em
doentes quenianos, este polimorfismo ndo foi detectado. O SNP rs3211938 nédo
foi genotipado por dificuldades técnicas. Contudo, o SNP rs3211958 que nha
populacdo HapMap Yoruba se encontra em completo LD com o rs3211938, ndo

evidenciou associacao a malaria cerebral no presente estudo.

Na Gambia foi realizado um estudo de casos-controlos com 1350
individuos com malaria severa (malaria cerebral e anemia severa), incluindo
estudos familiares com 1288 trios (pais-crianca), em que foram estudados setenta
SNPs do gene CD36, incluindo o rs3211938 [189]. Neste estudo néo foi

encontrada qualguer associagdo com a malaria severa. Nesta mesma publicagéo,
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num estudo mais alargado a outras populacbes com sessenta e seis grupos
étnicos do Quénia, do Malawi, do Gana e da Gambia em que foram genotipados
3420 individuos, descreve-se gque algumas variantes genéticas do CD36 podem

ser expressao da pressao selectiva sobre o genoma humano.
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4.2.2 Genes com Associacdo a Malaria Severa

4.2.2.1GENE HBB (Hemoglobin, beta)

A. Associacao Genética a Maléaria

A frequéncia do alelo HbS é significativamente menor nos doentes com

maléria severa

O estudo das frequéncias alélicas revelou que o alelo HbS (alelo T) est4 muito

menos representado nos casos de maléria severa (MC=2,7% e SnC=4,6%) do

que nos controlos com maléria ndo complicada (MnC) (11,0%) e nos controlos
nao infectados (NIF) (15,1%) (Tabela 18). Estas diferencas alélicas representam,

naturalmente, diferencas nas frequéncias genotipicas (Tabela 19).

Tabela 18. Frequéncia dos alelos do dbSNP
rs334 nos diferentes grupos.

Tabela 19. Frequéncia dos gendtipos do
dbSNP rs334 nos diferentes grupos.

Grupo
Frequéncia %
Alelo
MC SnC MnC NIF
(n=121)  (n=142) (n=141) (n=304)
T
2,7 4,6 11,0 15,1
(HbS)
A 97,3 95,4 89,0 84,9
Abreviaturas: MC, maléaria cerebral; SnC, malaria

severa nao cerebral; MnC, malaria ndao complicada;
NIF, ndo infectados.

Grupo
- Frequéncia %
Genotipo
MC SnC MnC NIF
(n=121) (n=142) (n=141) (n=304)

AA 97,5 95,8 85,1 73,0
AT 1,7 1,4 8,5 23,7
TT 0,8 2,8 6,4 3,3

Abreviaturas: MC, malaria cerebral; SnC, malaria severa ndo

cerebral; MnC, malaria ndo complicada; NIF, ndo infectados.
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A heterozigotia AS protege contra a malaria severa e contra a malaria ndo
complicada

A analise de associacdo do alelo HbS a malaria severa foi efectuada em

duas etapas:

a. Todos os doentes com maléria cerebral (MC) e com formas de maléria
severa ndo cerebral (SnC) foram reunidos num grupo de casos cujo
fendtipo era a malaria severa e foram comparados com os controlos

nao infectados (NIF).

b. Cada sub-fenétipo de maléaria severa (MC e SnC) foi avaliado de forma
independente como grupo de casos e comparado com os controlos NIF.
Com esta separacdo dos casos de maléria severa pretendeu-se avaliar

o efeito genético do alelo HbS em cada sub-fendtipo.

A tabela 20 mostra que o alelo HbS tem um forte efeito protector contra a
malaria severa (OR = 0,22; [0,13-0,30]), isto é, a sua auséncia aumenta em 4,5
vezes (1/0,22) o risco de progressdo para a maléria severa. Comparando com o
modelo alélico, a andlise genotipica (modelo dominante) demonstra bem a
robustez da proteccao (OR = 0,15; [0,09-0,27]) conferida pela presenca do alelo
HbS (AT e TT), porquanto a sua auséncia (1/0,15) aumenta o risco de progressao
para a malaria severa em 6,7 vezes. E de realcar que esta protec¢do se mantém
consistente contra qualquer um dos sub-fenétipos de malaria severa (MC e SnC),
de forma independente.

Para explorar se o alelo HbS exercia algum efeito sobre o risco de contrair
malaria ndo complicada, os doentes com malaria ndo complicada (MnC) foram
comparados com os controlos néo infectados (NIF). Constatou-se que com a
analise genotipica, sob o modelo dominante, a presencga do alelo HbS reduz em
50% o risco de contrair malaria ndo complicada (OR=0,50; [0,30-0,84]) (Tabela
20); o mesmo sera dizer que a sua auséncia (1/0,50) duplica o risco de
desenvolver malaria ndo complicada.

122



Resultados e Discussao

Tabela 20. Testes de associacédo do alelo HbS com a maléaria.

Casos versus controlos
P

Modelo OR (95% CI)

genetlco
Sev/NIF MCINIF SNCINIF MnC/NIF
21 -11 -6
Alélico 6X10 0,0009 3X10 0,09
0,22 (0,13-0,36) 0,26 (0,11-0,61) 0,31 (0,17-0,54)

Dominante 2%10 -13 1X10 9 4X10 8 0,007

AT-TT
versus AA 0,15 (0,09-0,27) 0,11 (0,04-0,28) 0,19 (0,10-0,38) 0,50 (0,30-0,84)

Abreviaturas: Sev, malaria severa; MC, malaria cerebral; SnC, malaria severa nao cerebral; MnC,

maléria ndo complicada; NIF, ndo infectados.

O alelo HbS é muito menos transmitido as criangas com malaria severa

O Teste de Desequilibrio de Transmisséo (TDT) evidenciou uma reducéo

significativa das transmissdes do alelo HbS (alelo T) as criancas com maléria

severa (P = 0,002) (Tabela 21). Este resultado mostra que a auséncia do alelo

HbS favorece a apresentacao clinica da maléria, sob a forma de maléaria severa e

reforca o resultado da analise de casos-controlos. Deste modo,

torna-se muito

remota a possibilidade de se ter produzido um resultado falso positivo, devido a

eventual estratificacdo étnica da populagéo. A analise de TDT efectuada de forma

independente para o grupo MC mostrou uma reducgdo significativa das

transmissodes do alelo HbS (P = 0,04) que para o grupo SnC foi apenas marginal

(P = 0,08) (dados néao apresentados).

Tabela 21. Teste de Desequilibrio de Transmisséo dos
alelos do dbSNP rs334 analisado em 226 pares (méae-

crianca) de doentes com maléria severa.

Alelo Observ. Esper. Var (O-E) P

T 20 30,4 9,9 0,002

A 432 421,6 9,9 0,002
Abreviaturas: Observ, transmissdes observadas; Esper, transmissdes

esperadas; Var (O-E), variancia (observada-esperada).
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B. Alelo HbS versus Parasitemia

Apesar de estar amplamente comprovado o efeito protector do alelo HbS
na malaria, permanece o desafio para esclarecer os mecanismos subjacentes a
esta proteccdo. Considerando que, no presente estudo, a presenca do P.
falciparum € a Unica caracteristica comum a todos os fenétipos de maléaria e que o
papel protector do alelo HbS manifesta-se, quer na reducdo do risco de malaria
severa, quer na reducdo do risco de malaria ndo complicada, investigou-se a
correlacdo entre o alelo HbS e a parasitemia. Esta analise foi realizada

integrando, num sé grupo, todos os doentes com maléaria (MC, SnC e MnC).

O alelo HbS reduz a parasitemia

A figura 25 mostra que os valores das medianas da parasitemia sdo mais
baixos nos doentes com os gendtipos do alelo HbS, independentemente da forma
de apresentacao clinica da malaria.
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Figura 25. Gendtipos HbS (dbSNP rs334) versus parasitemia em todos os doentes com

maldria. Cada caixa de bigodes representa 50% dos dados em cada tipo de gendtipo; as linhas horizontais de cada

caixa correspondem as medianas; o limite inferior de cada caixa representa o quartil 25% e o limite superior o quartil 75%;
os bigodes representam a variagdo dos dados para além dos quartis mencionados, excluindo os outliers que séo
representados por circulos.
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Dado que os valores de parasitemia ndo tém uma distribuicdo normal,
utilizou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para verificar se as
diferencas observadas nos valores das medianas das parasitemias nos distintos
genotipos AA, AT e TT se reflectiam nas médias e se tinham significado
estatistico. Estudando 401 doentes com maléaria, o teste demonstrou que ha
diferencas entre as médias das parasitemias nos genoétipos AA, AT e TT, com um
elevado nivel de significancia (P = 7X10 ), igualmente evidenciado com o teste
da mediana para parasitemia > 38 eritrocitos parasitados por campo microscopico
(EPC) ou <38 EPC (P = 4X10 ).

Com o intuito de aferir especificamente o efeito do alelo HbS sobre a
parasitemia, a analise prosseguiu mantendo-se o fenétipo malaria. Foram criadas
tabelas de contingéncia com a variavel binaria presenca ou ndo do alelo HbS e a
variavel de intervalos parasitemia > 38 EPC ou <38 EPC, definida pelo teste da
mediana com o método de Kruskal-Wallis. Com o teste do x> obteve-se uma
associacdo com um valor de P = 5 X 10°. A presenca do alelo HbS favorece os

valores de parasitemia inferiores a 38 eritrocitos EPC (Tabela 22).

Tabela 22. Avaliacdo do odds-ratio dos valores de

parasitemia nos doentes com malaria que tém o

alelo HbS.
Odds-ratio IC 95%
Parasitemia> 38 EPC 5.31 1.81-15.6
Parasitemia <38 EPC 0.52 0.44-0.61

A figura 26 mostra que mesmo separando os doentes em dois grupos
distintos, designadamente de malaria ndo complicada e de malaria severa (MC e
SnC), é evidente a tendéncia para valores mais baixos de parasitemia nos

doentes com os genadtipos AT e TT.
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Figura 26. Gendtipos HbS (dbSNP rs334) versus parasitemia nos doentes com malaria nédo
complicada (esquerda) e com malaria severa (direita). Cada caixa de bigodes representa 50%
dos dados em cada tipo de gendtipo; as linhas horizontais de cada caixa correspondem as
medianas; o limite inferior de cada caixa representa o quartil 25% e o limite superior o quartil 75%;

0s bigodes representam a variacdo dos dados para além dos quartis mencionados, excluindo os
outliers que séo representados por circulos.

No presente estudo demonstrou-se ndo sé o forte efeito protector do alelo
HbS contra as formas severas de malaria, mas também o seu menor efeito
protector contra a malaria ndo complicada. Num estudo realizado em Luanda com
criancas com varios fenétipos de malaria, verificou-se uma tendéncia de

associacao entre a menor gravidade da maléria e a homozigotia SS [319].

Num artigo de revisdo do British Medical Journal publicado em 1954, Allison
refere-se ao facto de que Beet em 1946 ja tinha constatado uma ocorréncia
significativamente menor de malaria entre os individuos portadores do alelo HbS
(9,8%) comparativamente aos ndo portadores (15,3%) no Zimbabwe, a data no
distrito de Balovale na Rodésia do Norte [94]. Estudos realizados no Quénia
reportam-se ao efeito protector do alelo HbS nas diferentes formas de
apresentacdo clinica da malaria, conferindo uma proteccdo de 50% contra a

malaria ndo complicada e de quase 90% contra a malaria severa [121, 128]. O
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forte efeito protector do alelo HbS contra a maléria severa ndo se diluiu, apesar da
diversidade étnica da populagdo da Gambia, num estudo de associacao a escala
gendmica (GWAS) de maléaria severa, publicado em Junho de 2009. Este estudo
incluiu 1500 controlos que eram recém-nascidos e 1060 casos com formas
distintas de malaria severa: malaria cerebral, anemia severa e distress respiratorio
[158].

A eficacia do TDT para a confirmacédo do efeito protector do alelo HbS na
malaria severa, demonstrado no presente estudo de associacdo de casos-
controlos, foi igualmente valorizada num estudo de casos-controlos com TDT
efectuado na Gambia (315 casos de maléaria cerebral e de anemia severa da
maléria e 583 amostras controlo de sangue do corddo umbilical) [320].

A frequéncia do alelo HbS de 15,1% encontrada na populacdo controlo de
criancas néo infectadas do presente estudo, € semelhante a da amostra HapMap
Yoruba (Nigéria) em que a frequéncia € de 12,5%, apesar de se registarem

frequéncias que ultrapassam os 20% em estudos realizados no Gabao [321, 322].

A evidéncia observada no presente estudo, que o alelo HbS reduz a
parasitemia nos doentes com malaria, corrobora a constatacdo a que Allison
também se referiu por se ter observado uma menor densidade parasitaria em
criancas do Gana com o alelo HbS, num estudo de incidéncia de parasitemia de
290 criancas com idades entre os 5 meses e 0s 5 anos [94]. Este mesmo efeito
de reducgédo da parasitemia pelo alelo HbS foi igualmente descrito num estudo de
casos-controlos de anemia severa na regiao ocidental do Quénia, sendo esta uma

regido de alta transmisséo perene, como € o caso de Luanda [121].
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4.2.3 Outros Genes com Associacdo a Malaria Severa

O estudo de associacdo com 0s genes candidatos cujos resultados seréo
apresentados nesta subseccdo focou-se especialmente nos polimorfismos com
associacfes descritas a maléria severa, incluindo a maléria cerebral. O objectivo
da andlise destes genes é comparar os resultados obtidos na populacdo do
presente estudo, com os obtidos noutras populacbes de areas endémicas de

malaria.

No caso do gene NOS2 optou-se por um estudo mais extenso cobrindo-o
densamente, tendo sido estudados trinta e um SNPs. Os genes estudados com o
intuito de replicacdo de associacbes publicadas a maléria severa foram os
seguintes: NOS2 (Nitric oxide synthase 2, inducible), IFNAR1 [Interferon (alpha,
beta and omega) receptor 1], ILLORB (Interleukin 10 receptor, beta), TLR4 (Toll-
like receptor 4), HP (Haptoglobin), MBL2 [Mannose-binding lectin (protein C) 2,
soluble (opsonic defect]), PECAM 1 (Platelet-endothelial cell-adhesion molecule,
CD31), ICAM 1 (Intracellular adhesion molecule 1, CD54), ICAM 4 (Intracellular
adhesion molecule 4), ICAM 5 (Intracellular adhesion molecule 5), TNF (Tumor

necrosis factor) e CR1 (Complement receptor 1).

A analise de casos-controlos seguiu a mesma metodologia para os SNPs
individuais, comparando os casos MC com os controlos SnC, MnC e NIF,
pesquisando sinais de associacdo a malaria cerebral. Contudo, ao estudar as
diferencas nas frequéncias alélicas entre os diferentes grupos, foi constatado que
para alguns SNPs as diferencas justificavam a analise de associacdo comparando
os doentes com maléaria severa nao cerebral (SnC) com os controlos MnC e/ou
NIF. Verificou-se que alguns SNPs também mostravam sinais de associagdo a
malaria severa nao cerebral. Deste modo, sempre que se verificasse
adicionalmente associa¢do a malaria severa ndo cerebral ao comparar os doentes
SnC com os controlos NIF, reuniam-se todos os doentes com malaria severa (MC
e SnC) num sO grupo e efectuava-se a analise de casos-controlos comparando
com os controlos NIF. Os sinais de associacdo que fossem detectados nesta
analise de casos (malaria severa) versus controlos (nédo infectados - NIF) seriam

classificados como factores de malaria severa.
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Com esta metodologia pretendeu-se: i) assegurar a especificidade dos
factores de susceptibilidade/resisténcia a malaria cerebral anteriormente referidos

e ii) identificar factores de susceptibilidade/resisténcia a malaria severa.

No presente estudo constatou-se associacdo entre SNPs dos genes NOS2,
IFNAR1, HP e PECAM1 e a maléaria severa, reproduzindo-se assim algumas
associacfes ja conhecidas. Pelo contrario, os polimorfismos dos genes CR1,
TNF, TLR4, MBL2, ICAM 1, 4 e 5 e ILILORB néo evidenciaram associacdo a

malaria cerebral nem a malaria severa.

4.2.3.1 GENE NOS2 (Nitric oxide synthase 2, inducible)

Dos trinta e dois SNPs genotipados cobrindo 46 kb da regido do gene
NOS2 (Tabelas Supementares A e B), vinte e um observaram os critérios de

qualidade de genotipagem.

Ao comparar as frequéncias alélicas e genotipicas dos casos MC com 0s
controlos SnC constatou-se que o alelo T do SNP rs3730013 aumenta 0 risco
especifico de progressdo para a malaria cerebral (P = 0,037) (Tabela 22). Em
complemento, é de realcar que este SNP evidencia associacdo ao comparar 0s
doentes SnC com os controlos NIF, diminuindo o risco de malaria severa nao
cerebral (P =0,004; OR =0,63 [0,45-0,87] - estes dados ndo constam da tabela).
A constatacdo deste efeito de proteccdo contra a malaria severa ndo cerebral
reforca o efeito especifico deste alelo na evolucdo clinica da doenca severa,
favorecendo a malaria cerebral e protegendo de outras formas severas nao

cerebrais.

Os SNPs rs3729508, rs3730017, rs6505469 e rs16966563 evidenciaram
sinais de associagao ao comparar os casos MC com os controlos MnC diminuindo
o risco de malaria cerebral (Tabela 22). Todavia, € interessante sublinhar que
sendo o SNP rs16966563 o que revelou o efeito genético mais forte de proteccéo
contra a malaria cerebral (P = 0,0005; OR = 0,42 [0,25-0,69]), também revelou
associacdo ao comparar os doentes SnC com os controlos MnC, conferindo
proteccdo marginal contra a maléria severa ndo cerebral (P = 0,04; OR = 0,62

[0,39-0,99] — dados que nao constam da tabela). Estes resultados sugerem que,
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contrariamente aos polimorfismos rs3729508, rs3730017 e rs6505469 que no
contexto da maléria protegem apenas contra a malaria cerebral, o SNP
rs16966563 podera ser um factor de resisténcia & malaria severa. Ao comparar 0s
casos MC com os controlos NIF, os SNPs rs11653716, rs9282799 e rs16966563
evidenciaram associacdo a malaria cerebral diminuindo o risco desta complicacéo
(Tabela 23). Os dois primeiros SNPs ndo revelaram qualquer outro tipo de
associagao, contrariamente ao rs16966563 conforme ja fora referenciado acima.

Tabela 23. Polimorfismos mononucleotidicos (SNPs) analisados no gene NOS2.

Testes de Associagéo

Referéncia Frequéncia do alelo de referéncia (%) P
dbSNP Odds-ratio (IC 95%)
(AR) MC sncC MnC NIF
MC/SnC*® MC/MnC® MCINIF®
(n=130) (n=158) (n=142) (n=319)

rs11653716 0,011

29,1 34,3 35,8 36,1 0,200 0,074
(G) 0,58 (0,39-0,89)
rs3794756

9,5 10,6 7,3 9,6 0,694 0,806 0,667
M
rs3729727

21,7 18,1 21,1 22,3 0,295 0,915 0,859
A
rs3729507

10,1 10,2 7,7 10,8 0,965 0,610 0,479
(©
rs8068149

41,1 42,6 50,0 46,6 0,897 0,148 0,767
(G)
rs2297513

22,4 19,5 21,3 21,7 0,414 0,786 0,626
(M
rs2872753

39,9 41,7 47,2 39,5 0,851 0,124 0,760
(G)
rs9282801

29,1 26,0 25,0 30,1 0,393 0,213 0,848
(M
rs3729720

7,1 7,3 4,2 6,8 * 0,089 0,756
Q)
rs4239250

19,3 19,9 15,5 22,0 0,633 0,306 0,434
(G)
rs16966545

19,4 21,9 15,6 22,0 0,476 0,302 0,460
(A)
rs4795067

17,9 19,1 13,5 19,1 0,547 0,211 0,257
(©)]

(continua)
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Tabela 23. (Continuacgéo)

Testes de Associagao

Referéncia  Frequéncia do alelo de referéncia (%) P
dbSNP Odds-ratio (IC 95%)
(AR) mMC SnC MnC NIF
McC/snc? MC/MnC*° MCINIF°©
(n=130) (n=158) (n=142) (n=319)

rs3729508 0,050

15,7 18,7 21,6 15,2 0,363 0,800
(A) 0,60 (0,36-1,0)
rs3730017 0,015

20,5 22,7 27,1 23,6 0,544 0,212
(M 0,55 (0,33-0,89)
rs6505469 0,036

13,7 15,3 19,4 14,0 0,595 0,849
(T) 0,57 (0,34-0,97)
rs16966563 0,0005 0,026

18,5 23,5 28,2 24,0 0,176
©) 0,42 (0,25-0,69) 0,62 (0,39-0,99)
rs3794766
@ 18,4 20,3 13,1 19,0 0,587 0,118 0,681
T
rs3730013 0,037

26,9 19,7 25,0 28,6 0,672 0,987
(M 1,54 (1,02-2,33)
rs6505483

21,9 25,8 18,6 22,6 0,261 0,571 0,983
(A)
rs9282799 0,014

2,0 3,3 4,6 57 * *
(M) 0,34 (0,13-0,89)
rs11080358

23,7 23,0 20,7 0,743 0,499 0,616

(A)

A tabela apresenta as frequéncias alélicas referentes aos alelos que conferem susceptibilidade & malaria cerebral ou
aos alelos de menor frequéncia. Os valores de P e os Odds-Ratios referem-se a andlise genotipica e foram obtidos
por regressao logistica sob os modelos a) aditivo ou ¢) dominante. *Sem equilibrio de Hardy-Weinberg. Abreviaturas:
AR, alelo de referéncia; MC, maléria cerebral; SnC, malaria severa ndo cerebral; MnC, malaria ndo complicada; NIF,

nao infectados.

Os resultados do TDT evidenciam o efeito protector dos SNPs rs11653716,
rs3730017 e rs1696653 contra a malaria cerebral pela demonstracdo de uma
significativa reducdo da transmisséo dos alelos protectores a 102 doentes com
malaria cerebral (Tabela 24). O efeito do alelo T do SNP rs3730013, que aumenta
0 risco de progressao para a malaria cerebral e que protege contra a maléaria
severa néo cerebral, so foi possivel demonstrar através da significativa reducéo
da transmissdo esperada para os doentes com maléaria severa nao cerebral (P =
0,044), porguanto nas crian¢cas com malaria cerebral ndo se observou o esperado

aumento de transmissdes (P = 0,158). O alelo T do SNP rs9282799, que protege
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contra a maléaria cerebral, € de muito baixa frequéncia (3%) nos pares mae-
crianga afectada, ndo surpreendendo portanto o baixo nimero de transmissdes
observadas e a auséncia de associagdo. O efeito protector dos SNPs rs372950 e
rs6505469 contra a malaria cerebral ndo se confirmou, estudando a transmissao
alélica para as criancas com malaria cerebral, nem indirectamente para as

criangas com malaria ndo complicada (Tabela 24).

Tabela 24. Testes de Desequilibrio de Transmissé@o dos alelos de SNPs do gene NOS2

associados a malaria cerebral.

SNP/Alelo Fenotipo NUmero de pares Observ. Esper. Var (O-E) P
3799508 MC 102 31 30,1 7.7 0,713
A) MNnC 106 46 447 10,9 0,702
Ef31)1653716 MC 102 59 68,5 13,7 0,017
1s3730017 MC 102 40 473 10,8 0,043
Q)

MC 102 27 25,3 6,3 0,513
rs6505469
Q)

MnC 106 40 40,4 9.9 0,899
16966563 MC 102 36 438 10,9 0,022
= snc 111 52 52,0 12,5 0,982

MC 102 56 51,3 10,0 0,158
rs3730013
Q)

snC 111 45 52,2 10,5 0,044
R MC 102 5 55 1,73 0,724

M

Abreviaturas: MC, maléria cerebral; SnC, malaria severa ndo cerebral; MnC, malaria ndo complicada. Observ.,

transmissGes observadas; Esper., transmissdes esperadas; Var (O-E), variancia (observada-esperada).

A andlise do linkage disequilibrium do gene NOS2 na populacdo em estudo
revelou valores de LD muito baixos (r* < 0,5), excepto para os SNPs rs3730017 e
rs16966563 que se encontram em forte LD (r? > 0,9). O estudo haplotipico foi
inviabilizado pelo fraco nivel de LD verificado, que sugeria a inexisténcia de uma

estrutura halotipica (Figura 27).
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Figura 27. Testes de associacdo e andlise de LD de doze SNPs genotipados no gene NOS2.
O diagrama representa, no eixo das ordenadas, o logaritmo neperiano do valor de P dos testes de
associacdo dos SNPs enumerados no eixo das abcissas, obtido a partir de anélise de regresséo
logistica. Os pontos em vermelho, azul e verde representam os resultados da andlise de
associagdo com os SNPs entre os casos de maléaria cerebral (MC) e os controlos com malaria
severa ndo malaria cerebral (SnC), malaria ndo complicada (MnC) e néo infectados (NIF),
respectivamente. A parte superior do diagrama mostra uma representacdo em escala da estrura
do gene: os exdes estdo representados por caixas e referenciados com o respectivo nimero. A
parte inferior do diagrama representa o LD entre um par de SNPs medido pelo r>. A imagem, em
baixo e a esquerda, corresponde a escala de cores que representam os valores de LD, desde o

amarelo (r° = 0) até ao vermelho (r° = 1). Este diagrama é uma adapatacdo da figura produzida
pelo snp. plotter R package.
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Ficou demonstrado que na populacdo em estudo, sete dos vinte e um
polimorfismos analisados no gene NOS2 exercem efeitos individuais, controlando
a evolucdo clinica da malaria severa. Todavia, a anélise de LD mostrou que a
posicdo relativa dos SNPs no gene torna altamente improvavel a co-heranca dos
marcadores em estudo. Esta constatacao levanta a possibilidade de que os SNPs
que demonstraram associacdo tenham constituido o papel critico deste gene na
resposta a infeccdo por Plasmodium e que representem efeitos individuais e
independentes de variantes do gene NOS2 na evolugdo clinica da malaria. O
mapa de LD na mesma regido do gene NOS2 na populacdo Yoruba da Nigéria
estudada pelo projecto HapMap € semelhante ao da populacdo do presente
estudo, contrariamente ao que se verifica comparando com a populacao Luhya do

Quénia do projecto HapMap (Figura Suplementar 4 - Apéndices).

Os estudos realizados para esclarecer o papel do 6xido nitrico na malaria
cerebral tém revelado resultados muito diferentes e frequentemente
contraditorios. Estas contradi¢cbes vao desde a descricao de efeitos parasiticidas
dos metabolitos plasmaticos do 6xido nitrico na maléaria severa, correlacionados
negativamente com a idade [323], até aos estudos de associacdo genética com
diferentes variantes do gene NOS2 [210, 324, 325].

Os estudos de associacdo genética que envolvem variantes do NOS2 tém
tido em vista correlacionar a enzima iINOS2 com a producdo do 6xido nitrico [326]
que tem acc¢ao vasodilatadora, mas cujo efeito parasiticida contra o P. falciparum

nao foi ainda completamente reconhecido [327, 328].

O SNP rs1800482 (NOS2A-954C) que no Gabéo foi descrito como um
factor protector contra a malaria severa [209], que ndo se confirmou num estudo
realizado na Tanzania [211], revelou-se monomorfico para o alelo G na populacéo
do presente estudo. O papel protector contra a malaria cerebral do SNP
rs9282799 (NOS2C-1173T), da regidao promotora do gene NOS2A, observado no
presente estudo, ja fora anteriormente descrito na Tanzania [211]. Apesar de, na
populacdo em estudo, ndo ter sido possivel confirmar a distor¢do da transmissao
alélica deste SNP, o seu efeito funcional foi demonstrado em criangas

tanzanianas, uma vez que em condicdbes de jejum prolongado aquele
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polimorfismo mediava o aumento das concentracdes plasmaticas e urinarias de

metabolitos do oxido nitrico [211].

Apesar desta controvérsia, 0s resultados obtidos no presente estudo
sugerem a necessidade de um conhecimento mais aprofundado do quadro
completo da variacdo genética no locus do NOS2, para uma avaliacdo mais
precisa da importancia, quer do 6xido nitrico, quer das variantes genéticas do
NOS2 na maléria severa.

4.2.3.2 GENE IFNAR1 [Interferon (alpha, beta and omega) receptor 1]

Analisaram-se cinco SNPs do gene IFNAR1 que tinham sido associados a
um maior risco de maléaria severa, incluindo a maléria cerebral, num estudo que
incluia populacdo da Gambia, do Quénia e do Vietname [252] (Tabelas
Suplementares A e B - Apéndices). O polimorfismo rs2243594 foi o Unico excluido
da analise, por ter tido uma baixa taxa de genotipagem.

Ao efectuar a analise de casos-controlos MC/SnC e MC/NIF nenhum dos
quatro SNPs analisados no gene IFNAR1 mostrou sinais de associacédo (dados
nao mostrados). Contudo, ao comparar os casos MC com os controlos MnC, os
SNPs 268710 (g-a), rs2843710 e o 279923 (c-t) evidenciaram associacao,
diminuindo o risco de malaria cerebral (Tabela 25). E de realcar que estes SNPs
mostraram o mesmo tipo de associacdo ao comparar os doentes SnC com 0s
controlos MnC, o que sugere que estes polimorfismos séo factores de risco de
malaria severa. Contudo, nenhum destes polimorfismos mostrou distorcdo da

transmisséo alélica (dados ndo apresenatdos).

Importa salientar que no presente estudo, os alelos de menor frequéncia
dos trés SNPs que diminuem o risco de maléaria severa tém uma frequéncia que
varia entre 27 e 31% na populacdo controlo ndo infectada (NIF). Na base de
dados dbSNP126 nao ha registo da frequéncia destes SNPs na populacdo da

Africa subsaariana.
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Tabela 25. Polimorfismos mononucleotidicos (SNPs) dos genes IFNAR1, HP e

PECAM1 associados a maléria severa.

Casos versus Controlos

A . p
0,
o Frequéncia do alelo de referéncia (%) Odds-ratio
Referéncia IC 95%
Gene dbSNP
(AR)
MC snC MnC NIF Sev/ MC/ snc/
(n=130) (n=158) (n=142) (n=319) NIF MnC MnC
268710(g-a) a c
a 0,047 0,020
(G) 29,0 30,0 37,0 27,9 0,533 0,68 0,58
(0,47-1.0)  (0,36-0,92)
12843710 0.032° 0,012°
IFNARL  (G) 28,1 28,6 36,6 27,0 0,604° 050 0,55
(037-0,96) (0:350.88)
a Cc
0,027 0,025
(2%9923(0'0 288 299 380 285 0,735° 0.67 0,59
(0,46-0,96)  (0,37-0,94)
C
0,038 *
AP o 07 113 89 73 157 0852°
(1,02-2,42)
rs668 . 0,038° 0,004%
PECAM1 (G) 33,9 31,2 42,9 34,9 0,391 0,70 0,62

(0,50-0,98)  (0,44-0,86)

A tabela apresenta as frequéncias alélicas referentes aos alelos de menor frequéncia. Os valores de P e os Odds-
Ratios referem-se a analise genotipica e foram obtidos por regresséo logistica sob os modelos a) aditivo ou c)
dominante. *Sem equilibrio de Hardy-Weinberg. Abreviaturas: AR, alelo de referéncia; MC, malaria cerebral; SnC,

malaria severa nao cerebral; MnC, maléaria ndo complicada; NIF, ndo infectados; Sev, malaria severa.

Neste trabalho, o estudo dos efeitos individuais de polimorfismos do gene
IFNAR1 na susceptibilidade/resisténcia a malaria severa evidenciou que o alelo
mutante de trés SNPs protegem contra a progressdo para a malaria severa,
exclusivamente ao comparar os casos de malaria severa (MC e SnC) com o0s
controlos com malaria ndo complicada (MnC). No estudo de casos-controlos
realizado com populagbes do Quénia e da Gambia, em que 0s controlos eram
individuos sem malaria, concluiu-se que, no modelo dominante, o alelo mutante
destes SNPs conferia susceptibilidade a malaria severa [252]. O facto de se ter
obtido na populagdo do presente estudo sinais de associagdo a malaria severa
opostos aos descritos no Quénia e na Gambia, deve merecer uma interpretacéo

cuidada. Por um lado, a mera observacdo das frequéncias dos alelos de menor
137



Outros Genes

frequéncia destes SNPs nos grupos controlos MnC e NIF faz ressaltar a sua
maior representatividade nos controlos MnC (Tabela 25). Por outro lado, € de
realcar que o efeito genético de reducdo do risco de malaria severa detectado no
presente estudo, foi constatado ja no contexto da malaria, isto €, ao comparar 0s
casos MC com os controlos MnC; a comparagao com os controlos ndo infectados
nao registou nenhuma associacao. Da interpretacdo dos resultados, no seu todo,
pode-se inferir que, na populacdo em estudo, que reside numa area de
endemicidade estavel, estes polimorfismos parecem exercer um efeito genético
duplo sobre a malaria e poderédo exercer um efeito no modo de progressao da
doenca. Por um lado, a diferenca nas frequéncias alélicas destes SNPs entre os
doentes do grupo MnC e os controlos NIF parece sugerir que estes SNPs podem
aumentar o risco de contrair malaria ndo complicada e, por outro lado, ja no
contexto da maléria, protegem contra a progressdo para a malaria severa.
Todavia, a ndo confirmacdo de distorcdo da transmissdo alélica para estes

polimorfismos limita esta argumentacéao.

Embora ndo exista uma relacdo comprovada entre a patogénese da
malaria e os interferdos do tipo 1, estudos realizados com modelos murinos de
maléria sugeriram que o interferdo alfa pode inibir a fase eritrocitica da malaria
provocada pelo P. yoelii, através da inibicdo da producéo de reticuldcitos [254].
Os estudos funcionais destes polimorfismos do gene IFNAR1 associados a
malaria severa poderdo contribuir para o esclarecimento do papel dos interferdos

de tipo 1 na malaria.

4.2.3.3 GENE HP (Haptoglobin)

Os SNPs rs5471 e rs5470, localizados na regidao promotora do gene HP,
foram genotipados na populacdo em estudo (Tabelas Suplementares A e B -
Apéndices). Comparando todos os doentes com malaria severa com os controlos
NIF, o SNP rs5470 (C-101G) estava fora do equilibrio de Hardy-Weinberg,
enquanto que o SNP rs5471 (A-61C) evidenciou associacdo a malaria severa,

aumentando o risco desta complicacao (Tabela 25).
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4.2.3.4 GENE PECAM 1(Platelet-endothelial cell-adhesion molecule, CD31)

O Unico polimorfismo genotipado neste gene, o rs668 (Tabela Suplementar
A - Apéndices), revelou associacao a malaria cerebral, ao comparar os casos MC
com os controlos MnC, demonstrando um efeito protector (Tabela 25). Este efeito
também foi observado ao comparar as frequéncias genotipicas dos doentes SnC
com os controlos MnC (SnC/MnC P = 0,004; OR = 0,62 [0,44-0,86]) (Tabela 25).
Conclui-se assim que, no contexto da malaria, este SNP protege contra a doenga
severa. Curiosamente, o efeito protector do rs668 detectado no presente estudo
contra a malaria severa, é sobreponivel ao observado numa area nao endémica
da India. Neste estudo, a associacéo era dependente da endemicidade, sendo o
alelo G um factor de risco aumentado de malaria na area endémica e protector na

area nao endémica [196].

4.2.3.5 Outros genes que nado revelaram associagao

Nenhum dos polimorfismos estudados nos restantes genes evidenciou
associacdo a malaria severa, designadamente CR1, TNF, TLR4, complexo ICAM
(1,4 e 5) e ILILORB (Tabela 26 e Tabela Suplementar A - Apéndices).
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Tabela 26. Polimorfismos mononucleotidicos (SNPs) dos genes CR1, TNF, TLR4,
MBL2,ICAM 1, 4 e 5 e IL1ORB néo associados a malaria severa.

Frequéncia do alelo de referéncia Casos versus controlos
Referéncia (%) o
GENE dbSNP
(AR) MC o snC M€ NIF peisne memine MC/NIF
(n=130) (n=158) (n=142) (n=319)
CR1 rs17047660 28,1 28,3 32,6 26,3 0,600 0,245 0,803
rs17047661 26,6 29,5 23,2 27,5 0,838 0,496 0,803
TNF rs1800629 10,9 10,7 13,4 13,1 0,666 0,140 0,182
rs3093662 78 11,8 9,9 11,3 0,152 0,644 0,163
TLR4 rs4986790 7,1 7,1 7,6 5,6 0,700 0,554 0,606
MBL2  rs1800451 17,3 19,0 19,9 18,8 0,658 0,419 0,473
rs5030351 23,8 23,2 29,2 25,3 0,510 0,247 0,756
ICAM1
rs5491 25,0 24,2 30,0 26,0 0,397 0,346 0,987
rs281432 23,0 27,0 22,8 25,0 0,157 0,53 0,746
ICAM4  rs5498 16,0 19,9 11,4 15,8 0,938 0,320 0,646
rs3093030 7,8 6,3 2,5 54 0,490 * *
rs5496 10,3 13,2 11,5 11,3 0,372 0,741 *
ICAM5
rs281438 39,9 42,4 38,3 37,7 0,572 0,742 0,400
rs11575074 7,6 7,7 6,9 8,3 0,779 0,616 0,861
ILIORB rs3171425 28,1 29,1 34,2 26,7 * 0,126 0,593
rs1058867 28,1 29,5 34,2 26,9 * 0,126 0,622

A tabela apresenta as frequéncias alélicas referentes aos alelos de menor frequéncia. Os valores de P e os
Odds-Ratios referem-se a andlise genotipica e foram obtidos por regresséo logistica sob o modelo dominante.
*Sem equilibrio de Hardy-Weinberg. Abreviaturas: AR, alelo de referéncia; MC, maléria cerebral; SnC, malaria

severa nao cerebral; MnC, malaria ndo complicada; NIF, ndo infectados.
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4.3 Interaccao Génica

A deteccdo de sinais de associacao entre a malaria cerebral e SNPs de
alguns genes, motivou a investigacdo de eventual interaccédo entre polimorfismos
de genes diferentes. A demonstracdo de um efeito significativo de interacgéo
entre dois SNPs associados a maléaria cerebral tera consequéncias no risco
epidemioldgico de progresséo desta complicacdo grave da maléria; a presenca de
interaccao significa que o efeito combinado dos gendtipos de risco dos dois SNPs

€ maior do que a soma dos seus efeitos individuais.

Atendendo a que o objectivo principal deste trabalho foi discernir factores
genéticos que especificam formas cerebrais de formas nédo cerebrais de malaria
severa, a analise de interac¢ao centrou-se unicamente nos SNPs associados nos
testes efectuados comparando os casos de malaria cerebral com os controlos de

maléria severa nao cerebral.

A Tabela 27 mostra os resultados estatisticamente significativos do estudo
de interaccdo génica, entre genes diferentes, obtidos com a analise de regressao

logistica, efectuada para cada par de SNPs associados a malaria cerebral.

No presente estudo ndo se verificou qualquer interaccdo entre o rs334
(alelo HbS) e os SNPs associados a malaria cerebral (dados ndo mostrados).

Verifica-se que a presenca simultanea dos gendétipos de risco de malaria
cerebral do SNP rs8139532 do gene HMOX1 e de um dos quatro SNPs
assinalados do gene TGFB2, igualmente associados a um maior risco de malaria
cerebral, aumenta significativamente o risco de progressdo para a malaria
cerebral. E interessante realcar, por um lado, que o SNP do gene HMOX1 que
interage com os SNPs do gene TGFB2 é um dos polimorfismos que integra o
bloco de LD do HMOX1 com um valor de r*> > 0,9. Por outro lado, o rs9622194,
que também integra o bloco de LD do gene HMOX1, embora com um valor
inferior de r?> e que no estudo de casos-controlos revelou uma associacdo
marginal a malaria cerebral (P = 0,063), também revelou sinais de interac¢cdo com
SNPs do gene NOS2, designadamente o0 rs16966563 e o rs3730017, factores de

resisténcia a malaria cerebral.
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Tabela 27. Interac¢do entre SNPs dos genes HMOX1,

TGFB2 e NOS2A associados a maléria cerebral.

GENE HMOX1
GENE
Referéncia
dbSNP rs8139532 rs9622194
rs1418553 0,038 NS
rs4846478 0,013 NS
TGFB2
rs6657275 0,033 NS
rs6684205 0,039 NS
rs16966563 NS 0,004
NOS2
rs3730017 NS 0,029

A tabela apresenta os resultados da interacgdo dos SNPs de genes associados

a malaria cerebral, exclusivamente ao comparar os casos de malaria cerebral

com os controlos SnC. NS, néo significativo.

No presente estudo, ao investigar a interac¢cdo entre SNPs individuais
associados a maléria cerebral nos testes que comparam os casos de MC com o0s
controlos SnC, detectaram-se sinais que evidenciam interac¢ao entre pares de
loci associados a malaria cerebral, designadamente entre os genes HMOX1 e
TGFB2 e entre os genes HMOX1 e NOS2. Estas relacoes, entre SNPs com sinais
de associacdo a maléria cerebral, parecem reflectir apenas uma pequena parte da
complexa arquitectura genética da malaria cerebral, como fenotipo complexo.
Todavia, a extrapolacdo biologica destes resultados seria meramente
especulativa, sobretudo atendendo ao facto de se desconhecer se tais
polimorfismos exercem algum efeito funcional que interfira com a actividade dos
genes. As evidéncias de que o rs9622194 e os dois SNPs do gene NOS2
exercem efeitos contrarios no risco de progressédo para a malaria cerebral e que
0s SNPs do gene NOS2 estédo associados a malaria cerebral apenas ao comparar

os casos de MC com os controlos com malaria ndo complicada (MnC) cria
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limitacbes a interpretacdo dos sinais de interaccdo encontrados entre estes

polimorfismos.

Tanto quanto se sabe, estes resultados ndo foram ainda descritos em
estudos de associacdo a malaria cerebral e podem contribuir para desvendar a
intima relacdo de varios factores genéticos no potencial desenvolvimento da
fisiopatologia da malaria cerebral, atestando assim a teoria poligénica da base de
susceptibilidade/resisténcia nas doencas comuns. De qualquer modo, em face da
dimensdo da amostra do presente estudo, € essencial a realizacdo de futuros
estudos de replicacdo em amostras independentes de maior dimensdo, bem
como de estudos funcionais que levem a compreensdo dos mecanismos
biologicos subjacentes ndo s6 a associacdo das variantes genéticas individuais a

malaria cerebral, mas também das interac¢ées entre os diferentes loci.
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5. CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSOES

A concepcdo deste estudo fundamentou-se na variacdo fenotipica da
infeccdo por P. falciparum, focando-se essencialmente no extremo fenotipico de
maior gravidade, a malaria severa. A multiplicidade de sindromas de malaria
severa mostrou-se adequada a sua dissec¢do, permitindo assim seleccionar e
centrar o estudo na sindroma de malaria cerebral. Contudo, ndo raramente, os
estudos de maléria severa consideram as suas diferentes sindromas no seu
conjunto, tornando dificil a distingdo dos varios grupos de doentes em funcdo da
coexisténcia das complicacdes clinicas. Este estudo procurou utilizar critérios
guantitativos, tais como os valores de hemoglobina, a quantificacdo da
parasitemia, a graduacdo do coma com o uso de escalas padronizadas, que
contribuiram para a objectividade dos critérios clinicos e para a definicdo dos
diferentes fenotipos de maléaria severa. Todavia, a imprevisivel evolu¢ao clinica de
cada doente ndo se harmoniza com a rigidez dos critérios clinicos de inclusdo. O
coma, com incapacidade de localizacdo de estimulos dolorosos intensos, nao
atribuivel ao periodo pdés-convulsivo, constitui um critério importante para uma
boa delimitacdo das fronteiras de severidade da malaria e da definicdo da malaria

cerebral, uma vez excluidas as outras causas mais comuns de encefalopatia.

As diferencas significativas encontradas nas frequéncias alélicas e
genotipicas, em certos polimorfismos de alguns genes estudados, ao comparar 0s
casos de malaria cerebral com os controlos com malaria grave ndo cerebral,
constituem o resultado mais eloquente da pertinéncia deste estudo e em parte
contribuem para explicar a diversidade fenotipica da apresentacdo clinica da
malaria severa. A importancia de se terem incluido no desenho do estudo dois
grupos controlos adicionais, doentes com malaria ndo complicada e criancas
assintomaticas nao infectadas, viria a revelar-se na sua necessidade para a
definicdo da especificidade dos factores de risco da maléria cerebral. Deste modo,
0s resultados obtidos nesta tese sublinham o valor da utilizagdo de um estudo
centrado numa forma clinica de malaria, como € o caso da maléaria cerebral,

comparando-a com uma variedade de outros fenétipos clinicos de malaria, como
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forma de identificar factores genéticos que intervém em patamares especificos da

evolucao fisiopatologica da maléria (Figura 28).

Susceptibilidade
. Susceptibilidade
Susceptibilidade TGFB2b ,
HMOX1c 2 HMOX1c 2 HMOX1c
2
CD3%b SNP NOS2 ! CD36b 2
/ SNP HP 3
1
Protecgéo I \
HMOX1b 3 roteccao i
TGFB2f 2 TGFB2f 2 Pfgzgm
SNPs NOS2 2 TGRS 2
SNPs IFNAR1 3 SNP NOS2 3
SNP PECAM1 3

Susceptibilidade

Protecc¢éo SNP HP 3
HMOX1b 3
SNP NOS2 3 ~
Proteccao
SNPs IFNAR1 3
SNP PECAM1 3 HbsS 3
Proteccgao
MnC- >
Hbs 4 NIF

Figura 18. Efeitos das variantes dos genes candidatos estudados em diferentes niveis do
espectro clinico da malaria.

1) Factor genético especifico de malaria cerebral; 2) Factor genético ndo especifico de malaria cerebral; 3) Factor de

severidade da malaria; 4) Factor de malaria ndo complicada.

O desenho de estudo utilizado nesta tese permitiu identificar um novo gene
associado a malaria cerebral, o Transformig growth factor, beta 2 (TGFB2), que
nao seria revelado em estudos de casos-controlos tradicionais. O haplétipo
TGFB2c identificado neste estudo, correspondeu ao arquétipo do factor genético
que se pretendia detectar, uma variante genética de um gene candidato que
confere susceptibilidade especifica a malaria cerebral e que néo evidenciou sinais
de associacdo a outras formas de maléaria. Foi igualmente possivel demonstrar a

contribuicdo pleiotropica do gene Heme oxygenase 1 (HMOX1) na discriminagéo
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fenotipica da maléaria severa, quer através dos efeitos individuais de alguns
polimorfismos, permitindo discernir os doentes com malaria cerebral dos doentes
com maléria severa ndo cerebral, quer pelo efeito conjunto de combinacdes
genotipicas estruturadas em haplotipos, que identificaram variantes haplotipicas
aumentando o risco de malaria cerebral (HMOX1c) ou protegendo contra a
malaria severa (HMOX1b). Constatou-se assim a importancia de estudar o efeito
genético unico de multiplos marcadores em forte linkage disequilibrium através do

estudo de haplétipos, em contraposicao ao efeito individual dos SNPs.

Salienta-se também que qualquer dos efeitos das variantes dos genes
TGFB2 e HMOX1 observados neste estudo se verificou independentemente do
efeito genético duplo do alelo HbS. A accdo deste alelo revelou-se em todo o
espectro fenotipico da malaria por P. falciparum, comecando por diminuir o risco
de contrair a malaria ndo complicada, até ao extremo oposto em que exerce um
forte efeito de resisténcia contra a malaria severa, incluindo a maléria cerebral. Na
populacdo do presente estudo foi possivel replicar algumas associa¢cdes descritas
a maléaria severa, designadamente com polimorfismos dos genes NOS2 (Nitric
oxide synthase 2, inducible, IFNAR [Interferon (alpha, beta and omega) receptor
1], HP (Haptoglobin) e PECAM1 (Platelet-endothelial cell-adhesion molecule,
CD31). Deste modo, produziram-se resultados que permitem corroborar a
concepcdo da base poligénica da susceptibilidade/resisténcia nas doencas
complexas, como é o0 caso da malaria. Encontraram-se varios sinais de
associacdo a maléria cerebral gerados por genes diferentes, sendo estes efeitos
habitualmente pequenos (OR raramente > 2,0), excepto para o caso do alelo HbS.
Contribuiu também para esta assercdo da poligenia da componente genética da
malaria, a constatacdo de interaccdo entre polimorfismos dos genes TGFB2 e
HMOX1 que é sugestiva de um possivel efeito potenciador da fisiopatologia da
malaria cerebral mediada por combinacdes genotipicas deste dois genes. Esta
observacdo evidenciou-se nos sinais de interaccdo entre um dos SNPs
associados a malaria cerebral que integra o bloco de LD do gene HMOX1 e

alguns SNPs do gene TGFB2 especificamente associados a maléaria cerebral.
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Este estudo nédo se alheou da possibilidade de se produzirem associacdes
espurias. O estudo da transmissao alélica em pares mae-crianga permitiu reforgar
a genuinidade dos efeitos genéticos das variantes detectadas como factores de
risco que determinaram a evolucdo para a malaria cerebral, salvaguardando em
certa medida potenciais factores de estratificacdo da amostra. A dimensdo da
amostra e 0 poder estatistico do estudo podem justificar a impossibilidade de
replicacdo de outras associacdes ja descritas, mas as possiveis diferencas
genéticas entre a populacdo deste estudo e outras populacdes de areas
geograficas distintas também podem ter limitado a reproducdo dos resultados.
Quando se analisa a falta de replicacdo de associacdes publicadas de SNPs a
manifestacbes clinicas da malaria, para além de consideracfes estatisticas sobre
a obtencéao de resultados falsos positivos ou mesmo falsos negativos, devem ser
considerados os efeitos expectaveis do pleiotropismo das diferentes variantes dos
genes estudados, a heterogeneidade da estrutura genética das populacdes em
estudo e as diferencas na distribuicdo geografica da endemicidade da malaria
[255, 329, 330].

A abordagem de estratificacdo clinica da maléria que se utilizou neste
estudo, podera revelar-se um instrumento Util para complementar os estudos de
associacdo a escala gendmica que decorrem actualmente, ja que podera permitir
uma resolucdo mais fina da andalise de associacéo de genes candidatos, tendo em
conta o contexto haplotipico e a variabilidade genética nas populacdes africanas
[158, 331, 332].

Até a descoberta das variacbes do numero de copias (copy number
variations - CNVs) no genoma humano, julgava-se que os SNPs eram as formas
predominantes de variacdo genética, as quais se atribuia a vasta e normal
variabilidade fenotipica [333, 334]. Actualmente aceita-se que as CNVs
constituem a maior fonte de diversidade do genoma humano, podendo estar
associadas ndo s6 a doencas gendémicas raras, mas também a doencas comuns
e a tragcos complexos. Nao obstante esta evidéncia, a opgédo pelos SNPs como
variantes genéticas a estudar para esta tese, fundamentou-se no facto de, até ao
momento, a caracterizacdo das CNVs nas diferentes populacdes ainda se

encontrar em estado incipiente e ndo permitir que sejam utilizados operativamente
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como marcadores genéticos [335]. Realca-se que as CNVs tém sido alvo de
investigacdo por varios grupos de referéncia, incluindo os estudos efectuados no
ambito do Consoércio Internacional HapMap (http://projects.tcag.ca/variation). No
futuro, as CNVs poderdo constituir uma importante fonte de aquisicdo de
conhecimentos na genética da malaria, pelo que ndo podemos excluir que alguns
dos efeitos identificados nesta tese possam constituir manifestacdes indirectas de
efeitos genéticos mais fortes, conferidos por CNVs associados em linkage

disequilibrium aos SNPs que foram estudados.

Este trabalho representa o primeiro estudo sobre a genética da malaria
cerebral na populagdo angolana, tendo contribuido com novos elementos que
reforcam a importdncia da genética na clinica das doencas infecciosas e
particularmente da malaria. A demonstracdo que variantes do gene TGFB2
influenciam de um modo especifico o risco de progressao para a maléaria cerebral
e que existe uma correlacdo entre a expressao génica do gene HMOX1 e a
susceptibilidade a maléria, proporcionara perspectivas e motivacao, quer para
futuros estudos de associacdo noutras populacdes, quer para estudos funcionais
da fisiopatologia malaria, permitindo assim contribuir para uma melhor

compreensao da patogénese molecular da malaria severa.
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Anexo 1

ACTA DA REUNIAO DA COMISSAO DE ETICA DO HOSPITAL PEDIATRICO DE
LUANDA (CEHPL)

As 1810 horas de 6 de Agosto de 2004 , na Sala de Reunides da Direcgdo do HPL, realizou-se
a 12 reunidao da CEHPL.

Estiveram presentes Dra. Elizabeth Matos, Dra. Eufrasina Maiato, Dr. Francisco Domingos , Dr.
Luis Bernardino e Dra. Vitoria Espiirito Santo

A Dra. Julia Grave faltou justificadamente, por estar ausente em trabalho na provincia de
Benguela..

No primeiro ponto da ordem de trabalhos, prestaram-se as informagdes requeridas sobre as
finalidades da CEHPL e 0 c.c. dos seus membros..

Relativamente ao ponto 2 da OT, discutiu-se a proposta de Regulamento. Chegou-se finalmente
a um consenso, com aprovacao duma versao definitiva que fica anexa a esta acta.

Seguidamente, em cumprimento do Regulamento ora aprovado, procedeu-se 3 elei¢do do
Presidente e do Secretario da Comiss3o. Foram eleitos a Dra. Eufrasina Maiato, como
Presidente, e o Dr. Luis Bernardino, como Secretério.

0 3° e tltimo ponto da OT era a emissio dum parecer sobre um projecto de investigagao da Dra.
Rosério Braganca, a ser realizado em doentes do HPL , com o tema, “Susceptibilidade genética &
maléria cerebral em criancas Angolanas”, cujo protocolo e modelos de consentimento
informado tinham sido previamente distribuidos aos membros com a convocatéria da reuniao.
A Comissdo atendeu ao facto de que as amostras de sangue das criangas para este trabalho
podem ser feitas a partir de sangue recothido para as finalidades inevitaveis de diagnostico e
tratamento, pelo que a crianga ndo serd submetida a nenhum procedimento adicional devido ao
estudo. Apenas os Pais, se consentirem, fornecerdo uma amostra de sangue expressamente para
a investigacio.

A comissdo concluiu, em consequéncia, que 0 o projecto de investigagao, para além do seu
potencial valor cientifico, ndo atenta contra os direitos, seguranca e bem estar das criangas que
nele participarao, pelo que aprova a sua realiza¢ao em doentes do HPL.

Sugere-se contudo, para aclaramento e tranquilizagio dos familiares, as seguintes modificaces
nos modelos de consentimento informado :

Parégrafo 3, linha 3 :
Em vez de “... seré necessério recolher uma amostra de sangue...”
Deve estar “... serd necessario aproveitar uma pequena por¢ao do sangue recothido...”

Parégrafo 4, linha 1:

Em vez de “... A recusa de participa¢io da crianga nio causard nenhum problema e ela
teré cuidados de assisténcia ....”

Dever4 estar “ ....Independemente da sua participagdo , todas as crian¢as terdo os
mesmos cuidados de assisténcia médica e medicamentosa ..." i L D)

e

A reunido terminou cerca das 21 15 horas. K 3 AN Ty o
O Secfetério, Lig }
SIX |
SN
Rua Amilcar Cabral (Matanga)

Caixa Postal 3067 ¢ LUANDA-ANGOLA i G
Telefones: 33 46 62 - 39 1545/ 546/ 592 ¢ Fax 391836
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Anexo 2
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Conselho Cientifico

CC- 170
5 de Julho de 2004

Exm®. Senhora
Dr®. Maria do Rosario Braganca Sambo

Comunicou-me o Senhor Prof. Doutor J. Ribeiro da Silva que a Comissédo de
Etica da FML na sua Reunido de 25 de Junho de 2004, analisou o projecto de
trabalho cientifico proposto pela Exma.Colega subordinado ao tema
*Susceptibilidade genética a maldria cerebral em criangas angolanas™.

Foi entdo considerado necessario incluir no texto do trabalho, o

escrito aos pais das

consentimento informado a apresentar oralmente e por
criancas intervenientes na investigacao cientifica.
Sera igualmente necessario incluir no texto, informacao relativamente ao DNA

quer das criancas quer de seus pais, o qual s6 pode ser utilizado para a

finalidade da investigacdo proposta, aspecto que também devera ser

transmitido e consentido pelos pais das c;)'angas que fazem parte do estudo.

Com os meus melhores cumprimento%‘,t/\

AT L4

f. Dofitor Henrique Bicha Castelo
7ENTE DO CONSELHO CIENTIFICO

&

Faculdade de Medicina de Lisboa -« Av. Professor Egas Moniz  » 1649-028 LISBOA - PORTUGAL
Telefones 21 798 51 17« 217985100 Fax 217985114 -« e-mail: ccientifico@ fm.ul.pt
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Apéndice 1

SUSCEPTIBILIDADE GENETICA A MALARIA CEREBRAL EM
CRIANCAS ANGOLANAS

Termo de consentimento livre pos-informacéo

A malaria cerebral (ou paludismo cerebral) é a forma mais grave de malaria
(paludismo) que afecta sobretudo criangcas com menos do que cinco anos de
idade.

Até ao momento, ainda nao foi possivel encontrar uma explicacdo para
justificar porque razdo somente alguns doentes desenvolvem esta complicacao
responsavel por um grande numero de mortes e de sequelas graves (atraso
mental e motor e epilepsia).

Pretendemos investigar se em criangas angolanas existe alguma razéo
gue as torna sensiveis a malaria cerebral. Para tal, realizaremos um estudo em
que sera necessario aproveitar uma pequena por¢do do sangue recolhido para
investigar alguns genes que poderdo explicar esta situacdo. Este estudo nao
provocara nenhum tipo de problema a crianca. O sangue e os dados colhidos,
incluindo a informacao relativa ao ADN, serdo usados apenas para este estudo.
Serdo tomadas medidas rigidas para preservar 0 anonimato dos participantes
neste estudo.

A participacdo neste estudo é voluntaria. Independentemente da sua
participacdo, todas as criancas terdo os mesmos cuidados de assisténcia médica
e medicamentosa

Tendo sido esclarecido sobre este estudo e convencido de que nao
acarretard nenhum transtorno para a crianca, eu abaixo-assinado, (pai, mae ou
representante legal da crianca) responsavel pela crianga com o nome de

dou consentimento para a sua participacao.

O responsavel da crianca

O médico

Data
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Apéndice la

SUSCEPTIBILIDADE GENETICA A MALARIA CEREBRAL EM
CRIANCAS ANGOLANAS

Termo de consentimento livre pos-informacéo

A maléria cerebral (paludismo cerebral) € a forma mais grave de malaria
(paludismo) que afecta sobretudo criangas com menos do que cinco anos de
idade.

Até ao momento, ainda nao foi possivel encontrar uma explicacdo para
justificar porque razdo somente alguns doentes desenvolvem esta complicacao
responsavel por um grande numero de mortes e de sequelas graves (atraso
mental e motor e epilepsia).

Pretendemos investigar se em criangas angolanas existe alguma razéo
que as torna sensiveis a maléaria cerebral. Para tal, realizaremos um estudo em
gue sera necessario aproveitar uma por¢ao do sangue recolhido a crianca doente,
ao pai e a mae para investigar alguns genes que poderdo explicar esta situacao.
Este estudo ndo provocara nenhum tipo de problema a crianca. O sangue e 0s
dados colhidos, incluindo a informacéo relativa ao ADN, serdo usados apenas
para este estudo. Serdo tomadas medidas rigidas para preservar o0 anonimato dos
participantes neste estudo.

A participagdo neste estudo € voluntaria. Independentemente da sua
participacdo, todas as criancas terdo os mesmos cuidados de assisténcia médica
e medicamentosa

Tendo sido esclarecido sobre este estudo e convencido de que nao
acarretard nenhum transtorno para a crianca nem para mim, eu abaixo-assinado
pai ou mae da crianga com o] nome de

aceito participar neste estudo.

Nome

Data

Obs.: fazer um circulo em pai ou mae, conforme o caso.
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Apéndice 2

o g M w

Isolamento e congelamento de células

Colher 7.5 ml de sangue venoso para o tubo CPT (vacutainer).

Manter o tubo entre 18-25 °C até processamento no laboratério (em regra menos de 48
horas).

Inverter o tubo 8-10 vezes até o sangue ter aspecto homogéneo.
Centrifugar a 1600 rpm durante 18 minutos a 10 °C, com travagem baixa.
Retirar os tubos da centrifuga com cuidado para nao perturbar a interface.

ApOs a centrifugacdo sdo reconheciveis duas camadas acima do gel: a camada
transparente correspondente ao plasma e a camada translicida correspondente as células
brancas. Numa boa preparacéo, as células vermelhas acumulam-se no fundo do tubo.

Plasma

Sangue total

Centrifugagéo

B  ——

Gel

Células brancas

Gel

Solugédo densa Eritrécitos

Em camara de fluxo laminar, retirar o plasma até chegar a fase translicida (mas sem a
perturbar) e guardar em tubos de congelacéo (idealmente, tubos eppendorf de 2 ml). Estes
tubos devem ser identificados e conservados a -70 °C.

Pipetar para cima e para baixo delicadamente a fase translicida de modo a ressuspender
as células brancas gque estdo em contacto com o gel.

Distribuir a suspensédo celular & razdo de 1 ml por tubo de congelacdo previamente
etiquetado e arrefecido (mantido em gelo de preferéncia). Juntar ao tubo de congelagéo 1
ml de meio de congelamento frio. Inverter o tubo de congelacdo vérias vezes para
homogeneizar e colocar imediatamente a -20 °C até a congelagéo. O tempo entre o final da
centrifugacdo e a congelacdo deve ser minimizado para garantir uma boa viabilidade
celular. Meio de Congelamento — 1 ml FCS (soro de feto bovino) + 10% DMSO (dimetil
sulfoxido).

. Depois de congelados, os tubos com as células séo transferidos para -70 °c.

. O sedimento de glébulos vermelhos pode ser recolhido para determinacdo de parasitas no

sangue. A colheita de 400-500 pL de sedimento pode ser feita por pipetagem apds
perfuracdo do gel (por exemplo com pipeta de vidro). Esta amostra pode ser conservada a
4°C. A utilizagdo desta amostra ndo deve impedir que a determinacdo da parasitémia se
possa fazer pelo habitual método de gota espessa.
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Apéndice 3

Sequéncia de primers para a reac¢cdo em cadeia de polimerase (PCR) para a detec¢do de

Plasmodium spp.

Designagdo Tamanho do
Especificidade do primer Sequéncia do primer
produto
(frwiver)
1'Reaccéo TTAAAATTG TTG CAG TTA AAA
Plasmodium rPLU6/ rPLUS |(|1,2 kb CG/
(género) CCT GTT GTT GCCTTAAACTTC
2'Reaccio
Plasmodium
(espécies)
TTAAAC TGG TTT GGG AAA ACC
. AAA TAT ATT/
P.falciparum rFALL/ rFAL2 |/205 bp ACA CAA TGA ACT CAA TCA TGA
CTA CCC GTC
CGC TTC TAG CTT AAT CCA CAT
. rvivi/ AAC TGA TAC/
P.vivax FVIV2 120 bp ACT TCC AAG CCG AAG CAA
AGA AAG TCCTTA
ATA ACATAG TTG TAC GTT AAG
. AAT AAC CGC/
P.malariae rMAL1/ rMAL2 ||144 bp AAA ATT CCC ATG CAT AAA AAA
TTATAC AAA
ATCTCTTTT GCT ATT TTT TAG
P.ovale rOVA1/ rOVA2 ||~800 bp TAT TGG AGA/ GGA AAA GGA
CAC ATT AAT TGT ATC CTAGTG

Ciclos utilizados na reaccao de PCR

12 Reaccéo

Passo 1 | 95°C

5 min

Desnaturacao inicial

Passo 2 | 58°C

2 min

Hibridac&o dos primers (“annealing”)

Passo 3

72°C

2 mil

Extensao

Passo 4

94°C

1 min

Desnaturacdo

Passo 5

Repet

ir passos 2-4, 25 vezes

Passo 6

58°C

2 min

Hibridacéo final

Passo 7

72°C

5 min

Extensao

Passo 8

20°C

O programa do termociclador da 12 reaccdo € idéntico ao da 22 reac¢do, excepto o passo 5 em

que o0s passos 2-4 sdo repetidos 30 vezes.
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Tabela Suplementar A

Tabela Suplementar A. Polimorfismos genotipados em todos os genes estudados.

GENE Cromossoma SNP Posicéo (pb) Alelos Taxa genotipagem HWE
CR1 1 RS17047660 205849479 AIG 0,97 0,60
CR1 1 RS17047661 205849512 G/A 0,98 0,82

TGFB2 1 RS11118090 216616326 AIT 1,00 0,00

TGFB2 1 RS12097734 216607090 CIT 0,98 0,63

TGFB2 1 RS12405805 216658738 G/A 0,98 0,01

TGFB2 1 RS1317681 216641825 CIT 0,98 0,56

TGFB2 1 RS1342586 216664482 CIT 0,98 0,55

TGFB2 1 RS1417488 216590353 G/A 0,97 0,68

TGFB2 1 RS1418553 216676877 CIT 0,98 0,07

TGFB2 1 RS1418554 216589886 G/A 0,94 0,44

TGFB2 1 RS1418555 216590273 AIG 0,98 0,72

TGFB2 1 RS1473527 216688942 AIG 0,97 0,45

TGFB2 1 RS1891467 216646608 G/A 0,95 0,60

TGFB2 1 RS1934852 216661543 CIA 0,97 0,25

TGFB2 1 RS2796821 216652444 CIT 0,97 0,82

TGFB2 1 RS2799086 216622825 T/IC 0,96 0,21

TGFB2 1 RS2799090 216635452 G/A 0,95 0,96

TGFB2 1 RS3892225 216619920 AIG 0,98 0,46

TGFB2 1 RS4625350 216609934 GIT 0,97 0,90

TGFB2 1 RS4846476 216592851 G/C 0,98 0,32

TGFB2 1 RS4846478 216664951 C/IG 0,97 0,11

TGFB2 1 RS6604607 216618910 CIT 0,98 0,92

TGFB2 1 RS6657275 216663084 AIG 0,97 0,18

TGFB2 1 RS6671370 216663667 G/A 0,97 0,20

TGFB2 1 RS6684205 216676325 AIG 0,98 0,15

TGFB2 1 RS6691619 216615038 G/A 0,95 0,81

TGFB2 1 RS6703224 216641412 CIT 0,98 0,72

TGFB2 1 RS900 216681528 AIT 0,99 0,02

TGFB2 1 RS947712 216631504 AIG 0,98 0,25
TNF 6 RS1799724 31650461 CIT 0,98 0,80
TNF 6 RS1800629 31651010 G/A 0,99 0,41
TNF 6 RS1800750 31650942 G/A 0,98 0,83
TNF 6 RS3093544 31649758 AIG 0,98 0,97
TNF 6 RS3093662 31652168 AIG 0,98 0,82
TNF 6 RS3093664 31652621 AIG 0,98 0,40
TNF 6 RS361525 31651080 G/A 0,97 0,63

(Continua)
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Tabela Suplementar A

Tabela Suplementar A (Continuacgéo).

GENE Cromossoma| SNP Posicao (pb) Alelos Taxa genotipagem HWE
CD36 7 RS1049654 80113391 C/A 0,97 0,25
CD36 7 RS1194182 80069440 G/C 0,97 0,51
CD36 7 RS1358337 80126321 T/IC 0,96 0,23
CD36 7 RS1527463 80114267 AlG 0,95 0,98
CD36 7 RS3211808 80114427 T/IC 0,95 0,00
CD36 7 RS3211810 80114953 TIG 0,98 0,25
CD36 7 RS3211811 80115254 T/IC 0,98 0,48
CD36 7 RS3211820 80116401 C/A 0,87 0,28
CD36 7 RS3211821 80116499 AlG 0,97 0,35
CD36 7 RS3211849 80121259 G/A 0,98 0,36
CD36 7 RS3211909 80132051 CIT 0,37 0,00
CD36 7 RS3211958 80142008 G/A 0,98 0,27
CD36 7 RS7755 80144207 AIG 0,98 0,21

CD36 7 -144del A/- - A -

CD36 7 G1439C - G -
TLR4 9 RS4986790 119515123 G/A 0,97 0,66
TLR4 9 RS4986791 119515423 CIT 0,98 0,90
MBL2 10 RS1800450 54201241 G/A 0,98 0,00
MBL2 10 RS1800451 54201232 G/A 0,97 0,36
HBB 11 RS334 5204808 AT 0,97 0,00
HP 16 RS5469 70645919 AT 0,70 0,00
HP 16 RS5470 70645922 CIG 0,90 0,02
HP 16 RS5471 70645962 AIC 0,95 0,00
NOS2A 17 RS11080358 23154723 G/A 0,98 0,20
NOS2A 17 RS11653716 23108659 CIG 0,98 0,50
NOS2A 17 RS16966545 23128749 T/IA 0,98 0,57
NOS2A 17 RS16966563 23140076 T/IC 0,98 0,75
NOS2A 17 RS1800482 23152636 G 0,98 1,00
NOS2A 17 RS2072324 23141023 C/A 0,98 0,04
NOS2A 17 RS2297513 23117111 CIT 0,97 0,16
NOS2A 17 RS2779248 23151959 T/IC 0,98 0,26
NOS2A 17 RS2779249 23152708 C/IA 0,98 0,32
NOS2A 17 RS2872753 23119689 G/A 0,98 0,14
NOS2A 17 RS28973255 23152400 CIA 0,51 0,02
NOS2A 17 RS28998790 23153141 G/A 0,98 0,30
NOS2A 17 RS28998796 23150763 CIT 0,41 0,00
NOS2A 17 RS28998799 23150264 G 0,97 1,00
NOS2A 17 RS3729507 23112559 G/C 0,99 0,19
NOS2A 17 RS3729508 23133157 G/A 0,98 0,93
NOS2A 17 RS3729720 23123451 CIT 0,98 0,68
NOS2A 17 RS3729727 23111443 G/A 0,98 0,17
NOS2A 17 RS3730013 23150045 T/IC 0,99 0,04
NOS2A 17 RS3730017 23133229 CIT 0,98 0,48
NOS2A 17 RS3794756 23110756 CIT 0,98 0,07
NOS2A 17 RS3794766 23146048 CIT 0,99 0,00
NOS2A 17 RS4239250 23127214 AIG 0,98 0,34
NOS2A 17 RS4795067 23130802 AIG 0,98 0,68
(Continua)
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Tabela Suplementar A

Tabela Suplementar A. (Continuacgéo)

GENE Cromossoma SNP Posicéo (pb) Alelos Taxa genotipagem HWE
NOS2A 17 RS6505469 23136013 T/IA 0,98 0,56
NOS2A 17 RS6505483 23150472 G/A 0,98 0,85
NOS2A 17 RS7208775 23109235 G/C 0,29 0,00
NOS2A 17 RS8068149 23112982 AIG 0,97 0,75
NOS2A 17 RS8078340 23153339 G/A 0,97 0,12
NOS2A 17 RS9282799 23152855 CIT 0,98 1,00
NOS2A 17 RS9282801 23120600 GIT 0,98 0,12
NOS2A 17 RS9895831 23113392 CIT 0,98 0,00
PECAM1 17 RS668 59804699 GI/IC 0,98 0,95
ICAM5 19 RS11575074 10262120 G/A 0,98 0,90
ICAM5 19 RS2075741 10262098 G/C 0,98 0,19
ICAM1 19 RS281432 10251658 G/C 0,98 0,15
ICAM5 19 RS281438 10260375 GIT 0,98 0,63
ICAM4 19 RS3093030 10258403 CIT 0,99 0,59
ICAM1 19 RS5030351 10246417 CIT 0,98 0,55
ICAM1 19 RS5490 10242827 C/A 0,44 0,04
ICAM1 19 RS5491 10246540 AIT 0,98 0,41
ICAM5 19 RS5496 10256447 G/A 0,98 0,89
ICAM1 19 RS5497 10256468 G/A 0,98 0,36
ICAM4 19 RS5498 10256683 AIG 0,96 0,66
TGFB1 19 RS11466316 46551176 CIT 0,97 0,35
TGFB1 19 RS11466345 46535301 G/A 0,84 0,00
TGFB1 19 RS2241715 46548726 GIT 0,97 0,04
TGFB1 19 RS2241716 46545926 G/A 0,97 0,00
TGFB1 19 RS4803455 46543349 CIA 0,98 0,83
ILIORB 21 RS1058867 33591251 AIG 0,98 0,56
ILIORB 21 RS3171425 33590617 AIG 0,98 0,64
IFNAR1 21 RS2243594 33629931 AIG 0,71 0,00
IFNAR1 21 RS2257167 33637569 G/IC 0,97 0,89
IFNAR1 21 RS2843710 33618577 CIG 0,97 0,68
IFNAR1 21 268710 (g-a) 33626147 AIG - -
IFNAR1 21 279923 (c-t) 33614933 CIT - -
HMOX1 22 RS11912889 34113617 G/A 0,97 0,36
HMOX1 22 RS17878600 34104876 CIT 0,97 0,15
HMOX1 22 RS17880288 34120323 AIT 0,98 0,26
HMOX1 22 RS17883419 34121971 CIT 0,98 0,23
HMOX1 22 RS2071746 34106672 T/A 0,98 0,22
HMOX1 22 RS2071748 34107618 AIG 0,99 0,11
HMOX1 22 RS2285112 34119263 G/A 0,98 0,32
HMOX1 22 RS5999817 34121108 T/C 0,98 0,21
HMOX1 22 RS7285877 34111214 CIT 0,97 0,28
HMOX1 22 RS8139532 34109568 G/A 0,98 0,34
HMOX1 22 RS9622194 34116963 G/A 0,98 0,35
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Tabela Suplementar B

Tabela Suplementar B. Localizagdo dos polimorfismos associados a malaria

cerebral e/ou a malaria severa nos respectivos genes.

Gene Cromossoma dbSNP Localizagéo no gene
rs1317681 Intréo
rs1934852 Intrdo
rs6657275 Intrdo
rs1342586 Intréo

TGFB2 1 14846478 Intréio
rs6684205 Intréo
rs1418553 Intréo

rs900 3-UTR
rs1473527 Intergénica

CD36 . rs1194182 5' near gene
rs3211821 Intréo
rs1358337 Intréo

HBB 11 rs334 Exao
HP 16 rsb5471 5' near gene
PECAM1 17 rs668 Exao
rs11653716 Intréo
rs3729508 Intréo 7
rs3730017 Exdo 7

NOS2A 17 rs6505469 Intréo 5
rs16966563 Intrdo 4
rs3730013 Intrdo 1
rs9282799 3' near gene

268710 (g-a) 5'UTR

IFNAR1 21 rs2843710 5' near gene
279923 (c-t) Intréo
rs2071748 Intréo
rs8139532 Intréo 2

HMOX1 22 rs7285877 Intréo 2
rs11912889 Intréo 3
1s9622194 Intréo 4
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Figura Suplementar 1
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Figura Suplementar 1. Comparac¢do entre os mapas de LD do gene TGFB2 da populacéo
nigeriana yoruba (YRI) do projecto HapMap (mapa superior) e o da populacdo angolana do
presente estudo (mapa inferior).

Os mapas de LD cobrem uma extenséo de 47,5 kb da regi&o estrutural do gene TGFB2. O mapa
de LD da populagéo nigeriana foi adapatado de HapMap Data Rel 27 Phasell+lll, Feb09, on NCBI
B36 assembly, dbSNP b126.
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Figura Suplementar 2
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Figura Suplementar 2. Comparacéo entre os mapas de LD do gene HMOX1 da populacéo
nigeriana yoruba (YRI) do projecto HapMap (mapa superior) e o da populacdo angolana do
presente estudo (mapa inferior).

Os mapas de LD cobrem uma extenséo de 17,1 kb que inclui a regido estrutural do gene. O mapa
de LD da populacgdo nigeriana foi adapatado de HapMap Data Rel 27 Phasell+lIl, Feb09, on NCBI
B36 assembly, dbSNP b126.
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Figura Suplementar 3. Comparacdo entre os mapas de LD do gene CD36 da populacéo
nigeriana yoruba (YRI) do projecto HapMap (mapa superior) e o da populacédo angolana do
presente estudo (mapa inferior).

Os mapas de LD cobrem uma extenséo de 74,7 kb que inclui a parte da regido estrutural do gene.
O mapa de LD da populagéo nigeriana foi adapatado de HapMap Data Rel 27 Phasell+lll, Feb09,
on NCBI B36 assembly, dbSNP b126.
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Figura Suplementar 4. 23Comparacédo entre os mapas de LD do gene NOS2 da populacéo
nigeriana yoruba (YRI) do projecto HapMap (imagem superior) e o da populagdo angolana
do presente estudo (imagem inferior).

O mapa de LD da imagem superior cobre uma extenséo de 23,9 kb na regido estrutural do gene.
O mapa de LD da populagéo nigeriana foi adapatado de HapMap Data Rel 27 Phasell+lll, Feb09,
on NCBI B36 assembly, dbSNP b126.
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