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RESUMO

Plasmodium vivax acomete aproximadamente 40% da populacdo mundial, com um amplo
espectro de manifestagBes clinicas, desde formas assintomaticas a infecgbes graves.
Polimorfismos nos genes da Glutationa S-transferase (GST) influenciam a capacidade das
isoenzimas de reduzir o estresse oxidativo. Usando métodos moleculares nos identificamos e
comparamos polimorfismos nos genes da GST em 175 pacientes com malaria vivax nao-
grave (n=118) e grave (n=57). N&o houve diferencas estatisticas nas freqiiéncias alélicas das
GSTs entre os pacientes com malaria ndo grave e grave. No entanto, guando comparou-se 0s
parametros bioquimicos e hematolégicos no grupo com maléria grave, observamos que
pacientes com delecdo no gene GSTM1 apresentaram maior contagem plaquetaria (p0.04),
sugerindo menor risco de trombocitopenia. Além disso, pacientes com delecdo Unica e/ou
dupla nos genes GSTT1l e GSTM1 demonstraram menor risco de desenvolverem
trombocitopenia (pE0.045, pr0.026, respectivamente) em comparacdo com 0s pacientes
portadores do gendtipo selvagem. Em contraste, individuos com maléria grave e portadores
dos gendtipos heterozigotos ou homozigotos para a mutacdo A313G no gene GSTP1
apresentaram maior risco de desenvolverem ictericia (p0.034, prl0.022, respectivamente) e
anemia, como demonstrado pelos menores niveis de hemécias (p20.008, p0.019,
respectivamente) e hematocrito (pE0.008). Nossos resultados ndo indicam apenas uma
influéncia direta dos polimorfismos das GSTs nos parametros bioquimicos e hematologicos,

mas também o seu potencial de avaliar a progressdo da doenga.

Palavras - chaves: Polimorfismos, Glutationa S-Transferase, suscetibilidade, malaria
vivax, gravidade.



ABSTRACT

Plasmodium vivax threatens ~40% of the world’s population, with a wide spectrum of
asymptomatic to severe clinical manifestations. Glutathione S-transferase (GST) gene
polymorphisms have been shown to influence their ability to reduce oxidative stress. Using
molecular tools we identified and compared GSTM1, GSTT1 and GSTP1 gene polymorphism
in 175 uncomplicated (n=118) and severe (n=57) vivax patients. There were no differences in
the frequency of GST alleles between uncomplicated and severe malaria. Nevertheless, a
comparison of biochemical and hematological parameters in severe malaria, we observed
patients with GSTM1 double-deletion had more platelets (p<0.04) suggesting a decreased risk
of thrombocytopenia. In addition, patients with single and/or double deletion of GSTT1 and
GSTM1 also had a reduced risk for thrombocytopenia (p<0.045, p<0.026, respectively)
compared to wild type allele. In contrast, individuals with GSTP1 heterozygous or
homozygous A313G mutation had an increased risk of jaundice (p<0.034, p<0.022) and
anemia as observed with decreased RBCs (p<0.008), hemoglobin (p<0.019) and hematocrit
(p<0.008) levels in serum. Our results, not only indicate a direct influence of GST
polymorphism on biochemical parameters but also its diagnostic potential in assessing disease

progression during clinical malaria.

Keywords: polymorphisms, Glutathione S-transferase, susceptibility, vivax malaria,

severity.
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1 INTRODUCAO



Entre as doencas infecto-parasitarias que acometem o homem, a malaria se destaca
como importante problema de salde publica em varios paises da Asia, Africa, América
Central e América do Sul. No Brasil, 99,8% dos casos da malaria sdo oriundos da regido
Amazonica, considerada area endémica, sendo o Plasmodium vivax a espécie de maior
prevaléncia, e responsavel por aproximadamente 84% dos casos registrados em 2009
(OLIVEIRA - FERREIRA et al., 2010).

Embora a maléria vivax cause menor mortalidade em comparacdo com a malaria
falciparum, as frequentes recaidas produzidas pelos hipnozditos da espécie P. vivax podem
ser responsaveis pela grande morbidade da doenca, comprometendo o desenvolvimento sécio-
econémico e intelectual dos individuos que vivem em areas endémicas (OLIVEIRA —
FERREIRA et al., 2010).

As manifestacdes clinicas e resultados laboratoriais observados nos pacientes durante
a infeccdo permitem a classificacdo da doenca em malaria grave e malaria ndo grave.

A malaria grave é definida como a infeccdo com manifestacbes e complicacdes
potencialmente fatais no homem. Nos Ultimos anos, tem sido observado um aumento na
freqUéncia dos casos da maléaria grave por P. vivax em é&reas endémicas do Brasil
(ALEXANDRE et al., 2010; SIQUEIRA et al., 2010; LACERDA et al., 2012), Indonésia
(TRINA et al., 2008; POESPROPRODJO et al., 2009) e india (KOCHAR et al., 2005; 2009).

As manifestagdes graves da malaria vivax j& relatadas na literatura s&o: maléaria
cerebral, anemia grave, pancitopenia e trombocitopenia, ictericia, ruptura do baco,
insuficiéncia renal aguda, sindrome da angustia respiratoria aguda, edema pulmonar,
convulsdes, choque e insuficiéncia hepatica (KOCHAR et al., 2005, 2009; PRICE et al.,

2007; ALEXANDRE et al., 2010; GEORGE & ALEXANDER, 2010; COSTA et al., 2011).



Ainda ndo estdo claros quais sdo os mecanismos fisiopatogénicos relacionados a
maldria vivax grave. O grande desafio para o entendimento da clinica da doenca é estabelecer
sob quais circunstancias a infeccédo se torna grave ou mesmo fatal.

A maléaria exerceu grande impacto na selecdo natural. Hoje sabemos que uma
combinacdo de fatores ambientais, do patdgeno e do hospedeiro participa na suscetibilidade
aos agentes infecciosos como na gravidade da doenca (ANSTEY et al., 2009).

Estima-se que aproximadamente 25% do risco de progressdao para formas graves da
malaria sejam determinadas por variacdes no gendtipo do hospedeiro, porém, pouco se
conhece sobre quais variantes genéticas podem interferir na suscetibilidade ao
desenvolvimento das manifestacGes clinicas da malaria vivax (MANJURANO et al., 2012).

O desenvolvimento e melhoramento das técnicas moleculares como da Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR), e o0 segiienciamento automatico de DNA permitiram
importantes avancos na detec¢do de variacdes genéticas em diferentes populacdes.

Polimorfismos genéticos em enzimas antioxidantes e a relagdo com a fisiopatologia de
diversas doencas tém sido descritos de forma constante na literatura cientifica (MINELLI &
GOGELE, 2011).

Varios genes que codificam as isoformas da Glutationa S-Transferase (GST) foram
caracterizados como polimérficos, com variacdes na fregliéncia dos geno6tipos entre diferentes
grupos étnicos e geogréaficos (HIRAGI, 2010).

Alguns trabalhos tém demonstrado associa¢Oes entre alelos polimorficos da GST,
particularmente os que conferem perda ou comprometimento da atividade catalitica, com a
suscetibilidade ao desenvolvimento das complicagdes clinicas durante a maléria por P.

falciparum (KAVISHE et al., 2006;2009).



N&o ha descricbes na literatura a respeito dos polimorfismos nos genes GSTT1,
GSTM1 e GSTP1 e uma possivel associagdo com a gravidade da infeccao por P. vivax.

Estudos sobre a influéncia dos polimorfismos em enzimas da defesa antioxidante do
hospedeiro na suscetibilidade ao desenvolvimento das manifestacoes clinicas da malaria vivax
podem definir um padréo de risco individual, além de possibilitar a descoberta de possiveis

marcadores moleculares de risco ou protecao para formas clinicas graves da doenca.



2 FUNDAMENTACAO TEORICA



2.1 Aspectos Epidemioldgicos da Maléaria

2.1.1 A Maléaria no Mundo

Considerada a doenga parasitaria mais importante em todo o mundo, a maléria é um
problema de satde publica em muitos paises de climas tropicais e subtropicais, ocorrendo em
mais de 106 paises da Africa, Asia, América Central e América do Sul (WHO, 2011) (Figura
1). De acordo com World Health Organization (WHO) Malaria Report 2011, mais de 200
milhdes de casos da doenca e 655.000 mortes séo registrados anualmente.

A maléria é uma doenca infecciosa transmitida por mosquitos do género Anopheles
sp., cujos agentes etioldgicos sdo protozodrios pertencentes ao género Plasmodium sp. Apesar
de quatro espécies serem responsaveis pela doenca humana: Plasmodium falciparum,
Plasmodium vivax, Plasmodium ovale e Plasmodium malariae, a maior parte da carga global
da doenca deve-se as espécies Plasmodium falciparum e Plasmodium vivax (QUINTERO et
al., 2011).

As maiores taxas de mortalidade causadas pela maléaria ocorrem na Africa Sub-
saariana, Sudeste Asiatico e areas do Mediterraneo Oriental (WHO, 2011). Na grande maioria
dos casos, € atribuida a espécie P. falciparum a responsabilidade pela mortalidade associada a
malaria (GUERRA et al., 2008).

Estima-se que a maléaria por P. falciparum seja responsavel pela morte de mais de um
milh3o de criancas com idade inferior a cinco anos na Africa todos os anos (KREUELS et al.,
2010).

A espéecie P. vivax é responsavel por 25 a 40% dos casos de maléaria no mundo

(DHARIA et al., 2010). Estudos estimaram que no ano de 2009, aproximadamente 2,85



bilhGes de pessoas encontravam-se expostas ao risco de transmissdo da malaria por P. vivax
(GUERRA et al., 2010).

Negligenciada por muitos anos, a malaria vivax foi considerada uma doenca benigna e
auto - limitada, na qual os casos graves e fatais eram associados a infeccao por P. falciparum
(PICOT, 2006). No entanto, recentes trabalhos demonstraram que a espécie P. vivax causa
grande morbidade em areas endémicas, sendo mais dificil de ser controlada e eliminada do
que a malaria por P. falciparum devido a capacidade de causarem recaidas tardias da doenca

(WHITE, 2011).



Malaria, countries or areas at risk of transmission, 2010

- Countries or areas where malaria transmission occurs
Countries or areas with limited risk of malaria transmission

This map is intended as a visual aid only and not as a definitive source of information about malaria endemicity. Source: O WHO 201 |.All rights reserved.

Figura 1: Paises e areas de risco de transmissao da Malaria.
Fonte: WHO, 2011.




2.1.2 A Malaria no Brasil

O Brasil é o principal responsavel pela grande morbidade atribuida a malaria no
continente Americano (WHO, 2011). No pais, trés espécies de Plasmodium sp. podem ser
encontradas infectando o homem, com o P. vivax acometendo 84% dos casos registrados, P.
falciparum 16% e o P. malariae raramente diagnosticado. (OLIVEIRA-FERREIRA et al.,
2010).

Aproximadamente 99% dos casos de malaria no Brasil ocorrem na regido Amazonica,
considerada area endémica. No ano de 2010, 333.424 casos da doenca foram registrados no
pais. Destes, 332.310 (99,7%) provenientes dos estados da Amazonia Brasileira (TAUIL,
2011).

No Brasil, até o final da década de 1980, houve relativa equivaléncia entre os casos de
maldria devido as espécies P. vivax e P. falciparum. A partir de entdo, notou-se um aumento
no numero dos casos da malaria vivax em detrimento aos da malaria falciparum (Figura 2)
(OLIVEIRA — FERREIRA et al., 2010).

Simultaneamente ao aumento da propor¢do dos casos de malaria vivax, um aumento
na freqiiéncia das complicacdes clinicas incomuns em pacientes infectados por P. vivax foram
observados na Amazonia Brasileira (OLIVEIRA — FERREIRA et al., 2010).

Durante um periodo de dez anos (1998 a 2008), infeccbes por P. vivax foram
responsaveis por 234 mortes nos estados da regido Amazonica. Os casos de hospitalizagdes
devido a malaria falciparum diminuiram de 29% em 2003 para 25% em 2008, enquanto para
P. vivax ocorreu aumento de 38% para 49% nas hospitalizacdes (OLIVEIRA — FERREIRA et

al., 2010).



A cidade de Manaus, capital do estado do Amazonas, é considerada a cidade brasileira
lider relacionada a casos de maléria vivax e uma das maiores na America Latina
(ALEXANDRE et al., 2010).

A Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD) é um
centro de atendimento terciario para o tratamento de doencas infecciosas, atendendo cerca de
30% dos casos de maléaria da cidade de Manaus (OLIVEIRA — FERREIRA et al., 2010). No
ano de 2012, foram registrados pela FMT-HVD, 3.182 casos de malaria, dos quais 95,91%

causados por P. vivax (SIVEP, 2012) (Figura 3).

10



Prlurm ber of cases = 104000

700 5

w0t 3305
0 |omep faciparum
iy ax
wq |

400 1

300 -

200 -

100 »

R e o o

B G A R TR T AT AT T N R Mo e R M I I MOE T 0 1 23 A EE TR D

Figura 2: NUmero de casos de malaria registrados entre os anos de 1960 a 2009 na AmazOnia
Brasileira.
Fonte: OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010.
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2.2 Ciclo Bioldgico do Plasmodium sp.

O ciclo biologico do Plasmodium sp. € heteroxeno, incluindo um ciclo de vida no
hospedeiro vertebrado (homem) e outro no hospedeiro invertebrado (género Anopheles sp.)

(Figura 4) (NEVES, 2009).
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Figura 4: Ciclo evolutivo do Plasmodium vivax.
Fonte: Adaptado de acesso dia 07-12-2011.
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A transmissdo da malaria ocorre através da picada de mosquitos fémea durante seu
repasto sanguineo, inoculando esporozoitos na corrente sanguinea do homem. Estes
esporozoitos, durante um periodo medio de 30 a 60 minutos circulam no sangue, dirigem-se
ao figado, iniciando o ciclo pre-eritrocitico ou esquizogonia tecidual. Nos hepatdcitos,
evoluem para trofozoitos, os quais por divisdo assexuada geram o0s esquizontes e por fim o0s
merozoitos. E interessante ressaltar, que os esporozoitos de duas espécies, P. vivax e P. ovale,
podem-se desenvolver lentamente durante o ciclo hepatico, permanecendo na forma de
hipnozoitos (formas latentes), 0s quais posteriormente, por mecanismos ainda nao
conhecidos, iniciam um novo ciclo eritrocitico, sendo os responsaveis pelas recaidas tardias
da maléria (NEVES, 2009).

O ciclo eritrocitico ou esquizogonia sanguinea inicia-se com a penetracdo dos
merozoitos provenientes do ciclo hepéatico nas hemécias. Nestas, 0s merozoitos evoluem para
trofozoitos jovens (estagio em anéis), trofozoitos maduros, esquizontes, até sua diferenciacédo
em merdcitos, rompendo as hemécias e liberando novos merozoitos, perpetuando o ciclo e
invadindo novas hemécias. E durante o ciclo eritrocitico que as respostas imunoldgicas e as
manifestacdes clinicas no hospedeiro sdo verificadas. Durante o ciclo eritrocitico, alguns
merozoitos diferenciam-se em gametdcitos, formas sexuadas responsaveis pela infeccdo do
vetor. No Anopheles, ocorre o ciclo esporogonico ou sexuado, o qual consiste na fecundagéo
dos gametas e producdo dos esporozoitos (forma infectante ao homem) (COWMAN et al.,
2012).

Dependendo da espécie responsavel pela infeccéo, o ciclo eritrocitico se repete a cada
48 horas (P. vivax, P. falciparum e P. ovale), ou a cada 72 horas (P. malariae) (COWMAN et

al., 2012).
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O ciclo evolutivo do P. vivax apresenta algumas diferencas importantes em relacéo ao
do P. falciparum. Primeiramente, a capacidade de se diferenciarem em hipnozoitos, os quais
sdo responsaveis pelas recaidas tardias da doenca. Segundo, a preferéncia da espécie em
parasitar os reticuldcitos, ou seja, formas imaturas das hemacias. Além disso, durante a
infeccdo, verifica-se a presenca dos gametdcitos de P. vivax no sangue periférico antes mesmo
do aparecimento das manifestacdes clinicas, dificultando o controle da doenga (COSTA et al.,

2011).

2.3 Doenca Malarica

2.3.1 Malaria Nao Grave

A maléria, em sua forma mais freqiiente, a ndo grave, € uma doenca febril aguda,
caracterizada por febre alta, acompanhada de calafrios, sudorese profunda e cefaléia, que
ocorrem em padroes ciclicos, dependendo da espécie do Plasmodium sp. infectante (BRASIL,
2010).

Os sintomas da maléria estdo associados diretamente & ruptura das hemécias pelo
parasita e a producdo de citocinas pirogénicas, como o fator de necrose tumoral (TNF) pelo
sistema imune do hospedeiro (ANDRADE et al., 2010).

As manifestacGes clinicas da maléria se iniciam apds um periodo de incubacao
variavel segundo a espécie do Plasmodium sp. causadora da infec¢do (média de 12 dias para o

P. falciparum e 14 dias para o P. vivax) (REY, 2008).
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2.3.2 Malaria Grave

A maléria é uma doenca infecciosa que pode se apresentar de forma grave, cursando
com diversas disfuncBes sistémicas, como complicacGes cerebrais, renais, pulmonares,
hematoldgicas, circulatérias e hepéaticas (ALVES et al., 2007).

A maléaria grave estd freqlentemente associada a infeccbes causadas por P.
falciparum. Apesar disso, crescentes relatos na literatura tém destacado casos de malaria
grave por P. vivax (PRICE et al., 2009; ACHARYA et al., 2011).

As manifestacdes clinicas observadas na maléaria grave sdo bastante variaveis,
dependendo do 6rgdo envolvido. O diagnéstico das formas graves da doenca é realizado
guando achados clinicos e resultados laboratoriais preconizados pela OMS (Tabela 1) sdo

observados no paciente infectado (GOMES et al., 2011).
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Tabela 1: Indicadores da malaria grave e pior prognostico.

Critérios para Maléria Grave segundo a OMS 1990, 2000.

Manifestagdes Clinicas

Caracteristicas

Maléria cerebral

Coma ndo atribuido a outras causas, com

Glasgow <9

Anemia severa

Hemaoglobina < 5¢/dL, Hematécrito < 15% com

parasitemia > 10.000ul

Insuficiéncia renal aguda

Diurese < 400ml/24 horas em adultos (<
12ml/kg/24 horas em criancas) e creatinina

sérica > 3,0 mg/d|

Edema pulmonar

Alteracdes radiograficas e hipoxemia severa

Hipoglicemia grave

Glicemia < 40 mg/dl

Choque

Pressdo arterial sistolica < 70mmHg em pacientes
com idade superior a 5 anos (<

50mmHg em criangas)

Sangramento anormal e/ou coagulagdo

intravascular disseminada

Sangramento espontaneo nasal, trato gastrintestinal
ou evidéncia laboratorial de

coagulacéo intravascular disseminada

Convulsdes generalizadas repetidas

> 3 episodios observados em 24 horas

Acidose metabdlica

pH arterial < 7,25 ou HCO3 < 15mmol/I

Hemoglobinlria mascroscopica

Hemolise ndo secundaria a deficiéncia de glicose-

6-fosfato desidrogenase

Prostacdo ou Fraqueza

Comprometimento do estado de

consciéncia

Alteracdo de nivel de consciéncia

Hiperparasitemia

>5% dos eritrdcitos parasitados ou > 250.000

parasitas/ul em individuos ndo imunes

Hiperpirexia

Temperatura corporal > 40°C

Hiperbilirrubinemia

Bilirrubina total > 2.5mg/dI

Fonte: Adaptado de GOMES et al., 2011. Malaria Grave por Plasmodium falciparum.
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A anemia severa € considerada a complicacdo mais comumente encontrada nos
pacientes com malaria. CALIS et al., (2008) demonstraram que a presenca de co- infeccoes
virais, bacterianas e helminticas estdo associadas ao desenvolvimento da anemia severa por P.
falciparum. Além disso, alteracfes genéticas e deficiéncias nutricionais também podem estar
associadas a génese da anemia na malaria.

A malaria grave é uma emergéncia médica e as medidas como o diagndstico rapido e
correto, bem como, o estabelecimento do tratamento antimalarico adequado e a
disponibilidade de medidas de suporte terapéutico diminuem a letalidade associada a doenca

(GOMES et al., 2011).

2.3.3 Malaria Grave por Plasmodium vivax

Devido a maior mortalidade associada a espécie P. falciparum, principalmente no
continente Africano, a maioria das pesquisas sobre patogénese da malaria tem sido
relacionada sobre esta espécie (AKHWALE et al., 2004). No entanto, estudos realizados em
areas endémicas da india (KOCHAR et al., 2005; 2009), Indonésia (GENTON et al.,2008;
TRIA et al., 2008; POESPROPRODJO et al., 2009) e Brasil (LACERDA et al.,2012;
ALEXANDRE et al., 2010; CARVALHO et al., 2010; SIQUEIRA et al., 2010) demonstraram
gue a espécie P. vivax pode causar malaria grave ou mesmo fatal com amplo espectro de
manifestacdes clinicas.

Comumente observadas nas infeccbes graves por P. falciparum, as manifestacfes
graves da maldria vivax ja relatadas na literatura sdo: malaria cerebral, anemia severa,
trombocitopenia, convulsdes, ictericia, ruptura do bago, choque, insuficiéncia hepética,

insuficiéncia renal aguda, sindrome da angustia respiratoria aguda e edema pulmonar
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(KOCHAR et al., 2005; 2009; PRICE et al., 2007; ALEXANDRE et al., 2010; GEORGE &
ALEXANDER, 2010; COSTA et al., 2011).

N&o existem critérios de gravidade especificos para a maléria vivax. Para a
classificacdo da doenca em sua forma grave utilizam-se os critérios de gravidade para malaria
falciparum preconizados pela OMS (Tabela 1) (ALEXANDRE et al., 2010).

Em relacdo a terapia medicamentosa, apenas a primaquina encontra-se disponivel para
a eliminacdo dos hipnozoitos do P. vivax, e é cada vez maior o numero de registros de
resisténcia in vivo a cloroquina (GAMA et al., 2011).

No Brasil, manifestac6es clinicas incomuns como puarpura trombocitopénica idiopatica
apos cura da infeccdo (LACERDA et al., 2004), hematoma esplénico (LACERDA et al.,
2007) e rabdomidlise (SIQUEIRA et al., 2010) foram observadas em pacientes com malaria
vivax.

Na FMT-HVD em Manaus, em estudo restrospectivo de 2001 a 2002, 12,8% (43/336)
dos pacientes hospitalizados com maléria vivax, apresentaram diagnéstico para a forma grave
da infeccdo, e as complicagbes clinicas mais frequentes foram anemia severa,
hiperbilirrubinemia, insuficiéncia renal aguda, edema pulmonar e malaria élgida
(ALEXANDRE, 2004).

Alexandre et al., (2010) descreveram a ictericia e a anemia severa como as
complicagdes mais frequentes entre os pacientes hospitalizados com diagnéstico de malaria
vivax na FMT-HVD.

Apesar de ndo ser considerado um critério de gravidade da malaria, a trombocitopenia
é uma complicagdo frequente nas infec¢Oes causadas pela espécie P. vivax. Entre os
mecanismos propostos que poderiam ser responsaveis pela diminuicdo da contagem

plaquetaria destaca-se o estresse oxidativo (LACERDA et al., 2011).
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Em estudo de revisdo na literatura brasileira, Lacerda et al., (2012) descreveram as
complicacdes clinicas comumente diagnosticadas em pacientes de todas as faixas etarias,
infectados pelo P. vivax: anemia, trombocitopenia, ictericia e sindrome do estresse

respiratorio agudo.

2.4  Fatores Genéticos do Hospedeiro Humano e a Doenca Malarica

O hospedeiro humano, ao se infectar com o Plasmodium sp., pode evoluir com um
amplo espectro de manifestacdes clinicas, desde quadros assintomaticos a infec¢Bes graves,
potencialmente fatais (QUINTERO et al., 2011).

As manifestacOes clinicas da malaria sdo determinadas por interacbes complexas entre
os fatores do hospedeiro, do parasita e do ambiente (ANDRADE & BARRAL-NETO, 2011).

Diferencas na biologia das espécies dos Plasmodium sp. podem explicar parcialmente
as diferencas nos padrdes da doenca. Principal destaque se da a preferéncia por determinado
estagio de vida das hemadcias, enquanto o P. vivax infecta somente heméacias jovens ou
reticuldcitos, o P. falciparum parasita indiferentemente qualquer tipo de hemacia, resultando
em maior parasitemia. Segundo destaque refere-se a capacidade de multiplicacdo de
determinada espécie. Durante o ciclo hepatico, para cada esporozoito de P.falciparum que
penetra no hepatocito, 40.000 merozoitos sdo liberados, enquanto o P. vivax, em torno de
10.000 merozoitos. Além disso, ao fim de cada ciclo eritrocitico, cada hemacia parasitada
pelo P. falciparum libera de 8 a 32 novos merozoitos,enquanto P. vivax libera de 12 a 18
(MILLER etal., 2002; REY, 2009).

Fatores do hospedeiro, incluindo idade, sexo, etnia, imunidade, presenca de co-

morbidades crénicas, co-infeccdes e varios polimorfismos genéticos foram descritos como
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importantes determinantes da progressdo e severidade da doenca malarica (ANDRADE &
BARRAL-NETO, 2011; BASSAT & ALONSO, 2011).

A malaria, por ser uma doenca antiga e de grande impacto na salde da populacéo,
exerceu grande pressdo seletiva no genoma humano (KWIATKOWSKI, 2005; LONGLEY et
al., 2011). Centenas ou mesmo milhares de polimorfismos em enzimas e proteinas estruturais
das hemécias surgiram nas populacdes que vivem em areas endémicas da malaria. Essas
variacGes genéticas podem conferir certa protecdo contra formas graves e potencialmente
fatais da doenca (DRISS et al., 2011; LONGLEY etal., 2011).

Os genes que afetam a estrutura e/ou metabolismo das hemdcias sdo 0s que
apresentam maior numero de variantes genéticas associadas com a protecdo contra a malaria
ou os seus sintomas (MACHADO et al., 2010) . Isso se deve ao papel central das hemacias no
ciclo da maléria, pois além de fornecerem abrigo e alimento ao parasita, muitas das
caracteristicas da doenca estdo relacionadas a interacdo entre as hemacias infectadas e nao
infectadas com outros tecidos (WILLIAMS, 2006).

Certos polimorfismos de protecdo contra a malaria falciparum grave sdo encontrados
com elevada frequéncia nas populacbes que vivem em areas endémicas da doenca. Um grupo
dessas condig@es, incluindo as hemoglobinopatias estruturais (hemoglobinas S, C, D e E),
hemoglobinopatias de sintese (Alfa e beta talassemias) e as enzimopatias (deficiéncias na
desidrogenase da glicose de 6 fosfato - G6PD e piruvato quinase - PK), demonstram prover
protecdo baseados em um mecanismo comum, envolvendo o estresse oxidativo
(CAPPADORO etal., 1998; AYI et al., 2008; GALLO et al., 2009).

Uma vez que na maléaria severa é observado um intenso processo inflamatorio,
mediado por uma resposta imune desordenada, a maioria dos estudos sobre a genética do

hospedeiro estdo voltados para os polimorfismos em genes relevantes da resposta imune e
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inflamatoria, tais como: Fator de necrose tumoral alpha (TNF-a), Receptores Toll - like (TLR
—4,9), Interferon gamma (INF-y), entre outros (MANJURANO et al., 2012).

Durante a infeccdo malarica, uma intensa resposta pro-inflamatéria, com a
participacdo do estresse oxidativo € observada no organismo humano, e ambos estdo
envolvidos na patogenia das complicacdes clinicas da doenca (PERCARIO et al., 2012;
ANDRADE et al., 2010).

Polimorfismos nos genes das Glutationa S-Transferases (GSTs) tém sido associados
com suscetibilidade a diversas doencas relacionadas ao estresse oxidativo (KAVISHE et al.,
2009). Porem, pouco se conhece sobre a relacdo dos gendtipos das GSTs com a protecdo ou
risco a infeccdo pelo Plasmodium sp. Também ndo ha descri¢bes na literatura a respeito dos
gendtipos das GSTs e uma possivel associacdao com a gravidade da malaria vivax (SOHAIL et

al., 2010).

2.5 Estresse Oxidativo na Malaria

O estresse oxidativo pode ser entendido como um estado de desequilibrio redox, no
qgual as defesas antioxidantes sdo insuficientes para detoxificar as espécies reativas do
oxigénio (ROS, do inglés Reactive Oxygen Species) e/ou quando ha producdo excessiva das
ROS (SOHAIL et al., 2007).

O excesso das ROS apresenta efeitos prejudiciais ao organismo, ocasionando danos as
biomoléculas e, dessa forma, afetando a saude humana. A peroxidacdo dos lipideos das
membranas e 0 dano oxidativo as proteinas, carboidratos e DNA séo exemplos de substratos

bioldgicos que reagem com as ROS (BARREIROS et al., 2006).
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Na maléria, a producdo das ROS ocorre devido as acdes do sistema de defesa imune
do hospedeiro como do proprio metabolismo do parasita (NARSARIA et al., 2011).

A resposta celular do hospedeiro contra o Plasmodium sp. ocorre via mecanismo
mediado pelas ROS, as quais sdo tdxicas para o parasita. Dessa forma, células fagociticas
como 0s monocitos, macréfagos e neutrdfilos sdo recrutadas pelo sistema imune para gerarem
maiores quantidades das ROS, como o radical superoxido (O;) devido a ativacdo da enzima
NADPH oxidase presente nas membranas dessas células (EREL et al., 2001; NARSARIA et
al., 2011).

O Plasmodium sp., ap6s digerir a hemoglobina, consome somente a fracdo protéica,
liberando para 0 meio 0 grupamento heme. Este se oxida na presenca do oxigénio (O) dando
origem a ferriprotoporfirina ou hemina, a qual é toxica para o parasita. Durante esse processo,
ha a producéo de radicais superoxido (O;), peroxido de hidrogénio (H,O,), entre outros nas
hemécias (BECKER et al., 2004; SOHAIL et al., 2007; KAVISHE et al., 2009).

Estudos tém demonstrado a participacdo do estresse oxidativo na imunidade e
patogenia da malaria (NARSARIA et al., 2012; KAVISHE et al., 2009). No entanto, o papel
do estresse oxidativo durante a infeccdo ainda ndo esta totalmente entendido. Algumas
pesquisas tém demonstrado uma acdo protetora, contribuindo para depuracdo das hemaécias
parasitarias, enquanto outras relatam o seu envolvimento com o dano tecidual e as
complicacdes da doenca (PERCARIO et al., 2012).

O estresse oxidativo pode apresentar importante papel no desenvolvimento da anemia
na maléria (EREL et al., 1997; 2001; KULKARNI et al., 2003). KULKARNI et al., (2003)
demonstraram correlagdo negativa entre a concentracdo de hemoglobina e o nivel de

peroxidacao lipidica nos pacientes com malaria.
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O aumento da peroxidacéo lipidica pode ser observado nas membranas das hemacias
parasitadas e ndo parasitadas. A diminuicdo na deformabilidade das hemécias pode causar
efeitos nocivos ao hospedeiro, como obstrucdo da microcirculacdo com conseqiiente hipoxia
tecidual, e aumento da fagocitose das hemacias pelos macrofagos esplénicos, exacerbando a
anemia (BECKER et al., 2004).

Segundo EREL et al., (2001) as ROS ndo reagem somente com as células onde sdo
produzidas, mas também com componentes do plasma, células endoteliais e com outras
células pelo transporte atraves das membranas citoplasmaticas.

Estudos relataram o envolvimento do estresse oxidativo na etiopatogenia da
trombocitopenia na malaria (EREL et al., 2001; ARAUJO et al., 2008; LACERDA et al.,
2011). EREL et al., (2001) demonstraram correlacdo negativa entre a contagem plaquetaria e
o nivel de peroxidacao lipidica das plaquetas nos pacientes com malaria vivax.

GUHA et al., (2006) em estudos com animais de laboratério, demonstraram que a
infeccdo malarica induz a geracdo do radical OH™ no figado, com consequente indugcdo do
estresse oxidativo e apoptose dos hepatdcitos. Segundo os resultados da pesquisa, metabolitos
produzidos durante o estagio intraeritrocitico do Plasmodium sp. sdo os responsaveis pelo
dano oxidativo aos hepatocitos, resultando na disfuncdo hepatica comumente observada nos
pacientes com maléria.

Segundo KAVISHE et al., (2009), o estresse oxidativo pode induzir a diminuicdo da
atividade dos macrofagos, como também colaborar na reducdo da capacidade plastica das
hemacias e no aumento da liberacéo de citocinas pré-inflamatorias durante a malaria.

Por outro lado, a destruicdo das hemacias parasitadas pela acdo do estresse oxidativo
pode proteger o hospedeiro, uma vez que favorece a diminuicdo da parasitemia e das

complicagdes da doenca. Hemacias com deficiéncias na atividade da Desidrogenase da
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Glicose 6 Fosfato (G6PD) ou Glutationa Redutase (GR), apresentam-se mais suscetiveis a
fagocitose no estagio prematuro do ciclo sanguineo do Plasmodium sp. (estagio de trofozoito
em anel), permitindo com que as infeccdes tenham evolucdes mais brandas (FOLLER et al.,
2009; GALLO etal., 2009).

As drogas antimalaricas agem pelo menos em parte, aumentando o estresse oxidativo
nas hemacias parasitadas. A cloroquina impede a detoxificagdo do grupo heme em hemozoina
e 0s metabdlitos da primaquina contribuem com o aumento das ROS. Drogas promissoras que
atuam interferindo no metabolismo redox incluem os inibidores das enzimas antioxidantes
GR e GST do Plasmodium sp. e do hospedeiro. (BECKER et al., 2004).

Para minimizar o dano causado pelo estresse oxidativo, as células contém sistemas de
defesas antioxidantes que agem enzimaticamente, a exemplo da Superoxido Dismutase
(SOD), Catalase (CAT), Glutationa Peroxidase (GPx), Glutationa Redutase (GR), e
Glutationa S-Transferase (GST) ou ndo enzimaticamente, a exemplo da Glutationa Reduzida
(GSH), peptideos de histidina, vitaminas A, E, C (BARREIROS et al., 2006).

A molécula da GSH possui papel central na defesa celular contra o estresse oxidativo.
E o agente redutor de baixo peso molecular mais abundante nas células, sua concentragio é de
aproximadamente 2mM nas hemécias e 10mM nos hepatécitos. Entre as enzimas relacionadas
ao ciclo da GSH, destaca-se a GST, que catalisa a reacdo entre a GSH e as ROS, contribuindo

para manutencao do equilibrio redox no organismo (HUBER et al., 2008).
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2.6 Glutationa S-Transferases

As Glutationa S- Transferases (GSTs) compreendem um complexo multienzimatico
responsavel pelas rea¢fes de conjugacdo entre a GSH e os compostos eletrofilicos, permitindo
a neutralizacdo de substancias toxicas de origem exdgena e enddgena, e dos produtos do
estresse oxidativo (ECONOMOPOULOS E SERGENTANIS, 2010).

As GSTs sdo proteinas diméricas, expressas principalmente no figado, podendo
também ser encontradas em diferentes niveis em muitos tecidos. Por exemplo, a classe theta
da GST (GSTT) é expressa em varios tecidos humanos como o figado, hemécias, pulmdes,
rins, coracdo, musculatura esquelética entre outros (HIRAGI, 2010). As isoformas GSTP1 e
GSTML1 sdo expressas em todas as células sanguineas, com alta expressdo nos linfdcitos,
enquanto a GSTT1 e expressa em altos niveis nas hemécias (ROSSINI et al., 2002).

As GSTs estdo divididas em oito classes génicas: o (GSTA), u (GSTM), = (GSTP), 0
(GSTT), z (GSTZ), o (GSTS), w (GSTO), k (GSTK), com um ou mais genes em cada classe
codificando enzimas citosélicas (PALODETTO, 2010). Os genes GSTM1, GSTT1 e GSTP1
sdo polimorficos em humanos, e tém sido considerados importantes modificadores do risco
individual a varias doencas (GHOBADLOO et al., 2004).

O gene GSTML1 esta localizado no brago curto do cromossomo 1 (I6cus 1p13.3). O
gene GSTT1 esta localizado no brago longo do cromossomo 22 (I6cus 22g11.23)(HIRAGI,
2010).

Os genes GSTM1 e GSTT1 apresentam um polimorfismo genético caracterizado pela
delecdo homozigota. Individuos que apresentam genotipos nulos desses genes ndo expressam
atividade enzimatica correspondente. As freqliéncias dos gendtipos GSTM1-nulo e GSTT1-

nulo nas diferentes populagdes sdo altas (SUNEETHA et al.,, 2011). Entre os diferentes
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grupos étnicos brasileiros, a freqiiéncia do gendtipo GSTM1-nulo é de cerca de 50%, com
uma variacdo de 30 a 70% (HIRAGI et al., 2007; MACIEL et al., 2009; MAGNO et al.,
2009).

No Brasil, a freqiéncia do gendtipo GSTT1-nulo foi de 18,5% e 19% entre
descendentes Caucasianos e Africanos, respectivamente (LANDI, 2000).

O gene GSTP1 estd localizado no cromossomo 11 (l6cus 11g13), e apresenta um
polimorfismo de base unica ou SNP (do inglés Single Nucleotideo Polymorphism) na regido
do éxon 5: a substituicdo da base nitrogenada adenina pela guanina (A—G) na posi¢do 313
leva a troca do aminoacido isoleucina pela valina no codon 105 (llel05Val), causando uma
diminuicdo significativa na atividade da isoenzima GSTP1 (VASIEVA, 2011). ROSSINI et
al., (2002) demonstraram uma freqiiéncia de 38,1% e 12,2% dos genotipos homozigoto e
heterozigoto para 0 SNP/A313G na populacdo Brasileira, respectivamente.

A freqgiiéncia dos gendtipos das GSTs e a atividade das isoenzimas correspondentes
variam na populagéo. Portanto, a relagdo entre os polimorfismos das GSTs e o0 aumento do
risco de varias doencas tem sido examinada em estudos epidemioldgicos moleculares
(BACLIG et al., 2012; SHUKLA et al., 2012; SILVA DE AGUIAR et al., 2012). No entanto,
sdo poucas as publicacdes avaliando a contribuicdo dos polimorfismos conhecidos das GSTs
no desenvolvimento das complicacgdes clinicas da malaria vivax.

Polimorfismos nos genes das GSTs tém sido associados com 0 risco para varias
doencas, como o céancer e doengas infecciosas. GONCALVES et al., (2009) demonstraram
que individuos com genotipo GSTT1-nulo apresentaram maior susceptibilidade para o
desenvolvimento de leucopenia e neutropenia. SERGENTANIS & ECONOMOPOULOS,
(2010) demonstraram gendétipos GSTT1-nulo e GSTP1 (lle105Val) associados com aumento

no risco para o desenvolvimento de cancer de mama.
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GHOBADLOO et al., (2006) relataram os genodtipos GSTM1-nulo e GSTP1
(lle105Val) no curso cronico da hepatite viral B. KANDEMIR et al., (2008) sugeriram
associacdo entre o gendtipo GSTP1 (llel05Val) e a evolugédo cronica da infeccdo pelo virus

da hepatite B (HBV).

2.7  Polimorfismos nos genes GSTM1, GSTT1 e GSTP1 e malaria.

Ainda ndo esta claro como os polimorfismos nos genes que codificam as isoformas
das GSTs podem afetar o resultado da infeccdo pelo Plasmodium sp. (KAVISHE et al., 2009).
Alguns estudos tém demonstrado genoOtipos particulares das GSTs associados com as
complicacdes clinicas da malaria.

Em estudo realizado na Africa, com criancas infectadas pelo P. falciparum, KAVISHE
et al., (2006) verificaram que de um total de 138 criancas, 80 (58%) eram portadores do
gendtipo polimorfico GSTM1-nulo. Também encontraram uma diferenca significativa na
distribuicdo do genétipo GSTM1-nulo entre o grupo com malaria ndo grave (6/80) e o grupo
com malaria grave ou com menores complicacGes (22/80 e 52/80, respectivamente).

Esses resultados indicaram que individuos sem a atividade da enzima GSTM1 foram
significativamente representados no grupo com malaria falciparum com complicacbes em
comparagdo com o grupo com maléria falciparum sem complica¢des (KAVISHE et al., 2006).
Segundo o autor, a GSTML1 catalisa a conjugagdo da GSH com varios compostos eletrofilicos,
sendo importante para prevencdo das complicacbes associadas ao estresse oxidativo na
malaria (KAVISHE et al., 2006).

KAVISHE et al., (2009) demonstraram que a frequéncia do gen6tipo homozigoto da

GSTP1 (SNP/A313G) no grupo de criancas da Tanzania com malaria falciparum grave (26%)
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foi significativamente maior do que no grupo com malaria ndo grave (10,3%), indicando
associacdo com anemia grave na malaria.

Polimorfismos nos genes das GSTs podem causar mudancas na atividade enzimatica,
resultando em diminuicdo da capacidade detoxificadora das células ou aumento da
disponibilidade da GSH do hospedeiro para ser usada pelo parasita. Em ambas as situacdes, a
infeccdo malarica poderia ser acelerada. E provéavel que tanto as heméacias quanto outras
células envolvidas na resposta imune sejam atingidas por essas alteracdes geneticas.
(KAVISHE et al., 2009).

S&o poucos os estudos associando polimorfismos nos genes das GSTs e maléria vivax.
SOHAIL et al., (2010) foram os primeiros a associarem o polimorfismo no cddon 105 da
GSTP1 e malaria vivax, encontrando elevada frequéncia dos genoétipos heterozigoto e
homozigoto da GSTP1 (llel05Val) (46,5% e 23,07%, respectivamente) em pacientes
infectados por P. vivax, comparados com individuos controles (23,07% e 11,53%,
respectivamente) e infectados por P. falciparum (23,07% e 11,53%, respectivamente).

Os resultados sugeriram que o polimorfismo de base unica (SNP/A313G) no gene
GSTP1 esta associado com aumento do risco na susceptibilidade ou progressdo da infec¢do

por P. vivax na populagéo de estudo.

29



3 OBJETIVOS

30



3.1 Objetivo Geral:

Realizar a caracterizacdo molecular das enzimas Glutationa S- Transferases (GSTs)

(Genes GSTM1, GSTT1 e GSTP1) em pacientes com maléria por Plasmodium vivax.

3.2 Objetivos Especificos:

Determinar a frequéncia dos genotipos polimérficos das GSTs (Genes GSTM1, GSTT1
e GSTP1) em pacientes diagnosticados com maléria por Plasmodium. vivax.

Investigar associacGes dos gendtipos das GSTs entre 0os grupos de pacientes com
maldria grave e ndo grave por Plasmodium vivax.

Investigar os gendtipos das GSTs com dados clinicos e laboratoriais dos pacientes do
estudo.

Identificar possiveis marcadores moleculares de suscetibilidade ou protecdo para

maldria grave por Plasmodium vivax.
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4 METODOLOGIA
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4.1 Tipo de Estudo

Utilizou-se uma abordagem descritiva e retrospectiva, com amostras oriundas da
Fundagéo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HDV), a partir de pacientes
atendidos na Enfermaria de Pesquisa Clinica (PESCLIN) deste hospital, com os dados obtidos

dos prontuarios atendidos no periodo marco de 2009 a abril de 2010.

4.2 Local do Estudo

O estudo foi realizado na cidade de Manaus (AM), Brasil. A coleta das amostras foi
realizada na FMT-HDV, a partir de pacientes atendidos na Enfermaria de Pesquisa Clinica
(PESCLIN) deste hospital.

Os procedimentos laboratoriais foram realizados no Laboratério de Biologia

Molecular (LAEBM) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UFAM.

4.3 Aspectos Eticos

As amostras e os dados utilizados no estudo foram obtidos por meio do projeto
“Caracterizacio clinica da maldria complicada por Plasmodium vivax”, € 0 mesmo foi
aprovado pela Comissio Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), em junho de 2009, pelo

parecer n°343/2009, protocolo de n° 25.000.011.792/2009-15 (Anexo).
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4.4 Amostras do Estudo

Foram utilizadas amostras de sangue total de 175 pacientes atendidos na FMT-HDV,
diagnosticados com malaria por P. vivax grave (57 pacientes) e ndo-grave (118 pacientes).
Dados clinicos, hematolégicos e bioguimicos dos pacientes foram coletados e

analisados.

4.5 Critérios de Inclusdo e Exclusao

Foram incluidos na pesquisa pacientes acima de 18 anos de idade, com diagndstico
microscopico de malaria por P. vivax.

Foram excluidos da pesquisa pacientes com diagndstico de malaria mista (P. vivax e
P. falciparum) a PCR, e pacientes apresentando co-morbidades infecciosas como Hepatites B

e C, D, HIV e Dengue.

4.6 Analises Moleculares

4.6.1 Extracdo do DNA Gendmico

A extracdo do DNA foi realizada a partir de 300pL de sangue total armazenado a -
20°C, utilizando o kit comercial da Wizard® Genomic DNA Purification (Promega), seguindo

protocolo estabelecido pelo fabricante (Anexo).
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As amostras de DNA gendmico permaneciam armazenadas a -20°C no Laboratorio de
Biologia Molecular da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UFAM, até serem

processadas.

4.6.2 PCR Multiplex

Para a caracterizacdo dos gendtipos da GSTM1 e GSTT1 foi empregada a
metodologia da PCR Multiplex, utilizando o gene da  — globina como controle interno da
reacdo (MOURA NETO et al., 2009). Para cada reacdo molecular, foram incluidos controles

negativos e positivos para validagdo da mesma.

Nessa técnica, trés pares de primers especificos para a amplificacdo de diferentes

alvos foram incluidos na mesma reacao.
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Quadro 1: Primers para amplificacdo dos genes GSTM1 e GSTT1.

PRIMERS

SEQUENCIAS

PRODUTO

AMPLIFICADO

GSTML1 direto

5’-CTG CCC TAC TTG ATT GAT GGG- 3’

GSTML1 reverso 5’-CTG GAT TGT AGC AGATCATGC -3 2riee

GSTT1 direto 5’-TTCCTT ACT GGT CCT CACATCTC-3

GSTT1 reverso 5’-TCA CCG GAT CATGGCCAGCA-3¥ 600

B-globina direto 5’- GCC AAG GAC AGG TAC GGC TGT CATC -3’ .
700p

B-globina reverso 5’-CCCTTCCTATGA CAT GAACTT AACCAT-%»

pb: pares de bases.
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Quadro 2: Reagentes para preparo do Mix da PCR Multiplex.

MIX - PCR Multiplex

Agua ultra-pura estéril 35 uL
Tampao Tris-HCI (10mmole/I de tris-HCI pH 8,4; 75Smmole/l de 3,5 uL
KCI)

3.5mmole/l de MgClI2 3uL

100umole/l cada ANTPs 3uL

25pmol GSTML1 direto 0,5 uL
25pmol GSTM1 reverso 0,5 uL
25pmol GSTT1 direto 0,5 uL
25pmol GSTT1 reverso 0,5 pL
25pmol B — globina direto 0,5 pL
25pmol B — globina reverso 0,5 pL
2,5 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen) 0,5 pL
DNA extraido 2 uL

Cada reacdo da PCR possui um volume final de 50 pl. As reacfes de amplificacdo

foram realizadas no Termociclador (BIO-RAD, T100™ Thermal Cycler, USA).
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Quadro 3: Condicdes de amplificacdo PCR Multiplex.

TEMPERATURA TEMPO NUMERO DE CICLOS
94°C (desnaturacéo inicial) 10 minutos 1
94°C (desnaturacéo) 45 segundos 35
58°C (anelamento) 45 segundos 35
72°C (extensao) 1 minuto e 30 segundos 35
72°C (extensao final) 10 minutos 1
4°C 10 minutos modo de espera

Apds cada reacdo, as amostras amplificadas foram analisadas por eletroforese em gel

de agarose (1% agarose), utilizando como referéncia, marcadores de tamanhos moleculares de

100, 500 e 1000pb.
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4.6.3 PCR RFLP (Polimorfismos por tamanho de fragmentos de restrigao)

Para a caracterizacdo dos genotipos e verificacdo do SNP A313G no éxon 5 do gene

GSTP1 foi empregada a metodologia da PCR RFLP (GHOBADLOO et al., 2006).

Quadro 4: Primers para amplificagdo do gene GSTP1.

PRIMERS

SEQUENCIAS

PRODUTO

AMPLIFICADO

GSTP1 direto

5'-GTATTT TGC CCA AGG TCA AG -3’

GSTP1 reverso

5'- AGC CAC CTG AGG GGT AAG -3".

433pb

pb: pares de bases.
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Quadro 5: Reagentes para preparo do Mix da PCR.

REAGENTES PARA O MIX DA PCR

Agua ultra-pura estéril 39 L
Tampao Tris-HCI (10mmole/l de tris-HCI pH 8,4; SuL

75mmole/l de KCI)

3.5mmole/l de MgCI2 1,5uL
200umole/l cada dNTPs 1puL

25pmol GSTP1 direto 0,5 uL
25pmol GSTP1 reverso 0,5 uL
2,5 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen) 0,5 uL
DNA extraido 2 UL

Cada reacdo da PCR possui um volume final de 50ul. As reacdes de amplificacdo

foram realizadas no Termociclador (BIO-RAD, T100™ Thermal Cycler, USA).
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Quadro 6: Condicbes de amplificacdo PCR-RFLP.

TEMPERATURA TEMPO NUMERO DE CICLOS
95°C (desnaturacéo inicial) 12 minutos 1
95°C (desnaturacéo) 30 segundos 15
58°C (anelamento) 30 segundos 15
72°C (extensdo) 60 segundos 15
95°C (desnaturacéo) 30 segundos 25
55°C (anelamento) 30 segundos 25
72°C (extenséo) 60 segundos 25
72°C (extensao final) 5 minutos 1

4°C 10 minutos modo de espera
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Apdbs cada reacdo, as amostras amplificadas foram analisadas por eletroforese em gel de
agarose (1% agarose), utilizando como referéncia, marcadores de tamanhos moleculares de
100, 500 e 1000pb. Apos confirmacdo da amplificacdo, os produtos amplificados foram

submetidos a andlise de restricdo com a enzima BsmAl (Biolabs, New England).

A reacdo de digestdo foi realizada para cada amostra, preparando-se solucdes
contendo 10 pL do produto da PCR e 2,5U da enzima de restricdo BsmAl (Biolabs, New

England), num volume final de 13 pL. As amostras foram incubadas overnight a 37°C.

Visualizacdo das possiveis bandas da digestdo enzimatica em gel de poliacrilamida a 2
%. Os fragmentos foram visualizados de trés formas distintas, identificando cada gendtipo
mutado para o SNP A313G: duas bandas de 329pb e 104pb quando o individuo é homozigoto
para o alelo ancestral A (AA), ou seja, ndo possui 0 polimorfismo; quatro bandas de 329pb,
222pb, 107pb e 104pb (as duas ultimas sem distin¢cdo) quando o individuo for heterozigoto
(AG); ou trés bandas de 222pb, 107pb e 104pb quando o individuo for homozigoto para o

alelo variante G (GG).

4.7 Anélise Estatitica

As andlises foram realizadas utilizando os programas estatisticos EPlinfo 6.04 (CDC,
Atlanta, Georgia, USA), the Statistics Data Analysis (STATA) SE 10 (StataCorp, Texas,
USA), GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA) e IBM SPSS
Statistics 19.0 (CDC, Atlanta, Georgia). Considerou-se estatisticamente significante um p-

value & 0.05.
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5 RESULTADOS
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Os resultados obtidos com o desenvolvimento desta pesquisa proporcionaram a elaboracéo de
um artigo cientifico, intitulado “Glutathione S-Transferase P1 A313G mutation is associated

with increased risk of anemia in severe P.vivax patients-Manaus, Brazil”.

Glutathione S—Transferase P1 A313G mutation is associated with increased risk
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ABSTRACT
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Plasmodium vivax threatens ~40% of the world’s population, with a wide spectrum of
asymptomatic to severe clinical manifestations. Glutathione S-transferase (GST) gene
polymorphisms have been shown to influence their ability to reduce oxidative stress. Using
molecular tools we identified and compared GSTM1, GSTT1 and GSTP1 gene polymorphism
in uncomplicated and severe vivax patients. There were no differences in the frequency of
GST alleles between uncomplicated and severe malaria. Nevertheless, a comparison of
biochemical and hematological parameters in severe malaria, we observed patients with
GSTM1 double-deletion had more platelets (p<0.04) suggesting a decreased risk of
thrombocytopenia. In addition, patients with single and/or double deletion of GSTT1 and
GSTML1 also had a reduced risk for thrombocytopenia (p<0.045, p<0.026, respectively)
compared to wild type allele. In contrast, individuals with GSTP1 heterozygous or
homozygous A313G mutation had an increased risk of jaundice (p<0.034, p<0.022) and
anemia as observed with decreased RBCs (p<0.008), hemoglobin (p<0.019) and hematocrit
(p<0.008) levels in serum. Our results, not only indicate a direct influence of GST
polymorphism on biochemical and hematological parameters but also its diagnostic potential

in assessing disease progression during clinical malaria.

INTRODUCTION
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Among the Plasmodium species causing malaria infections in humans, P. vivax is the most
widely distributed species worldwide, with over 400 million reported infections annually.® In
Brazil, 99.8% of malaria cases were reported from Amazon region in 2009 and the P.vivax
species accounted for approximately 85% of these cases.? Moreover, the Brazilian Amazon
region is responsible for more than 50% of the total malaria cases in Latin America. Malaria
infection is one of the major causes of severe morbidity in individuals living in these endemic
areas. P. vivax malaria was considered a benign disease for several years, severe and fatal
cases were mainly associated with infection by P.falciparum. However, recent studies have
shown an increased frequency of severe vivax malaria cases in the endemic areas of Brazil, *
*5 Indonesia, ® " 8and India.* *° Anemia, thrombocytopenia, jaundice and acute respiratory
syndrome are the most frequent clinical complications described in vivax-infected malaria
patients.> ** Malaria is a complex disease; where in interactions between host genetics and
environmental factors influence the disease severity and progression.*? Recent studies have
estimated a 25% risk of developing severe form of malaria to be influenced directly by the
host genetics.”® Nevertheless, within the clinical spectrum of Plasmodium infections, we
consider the two opposite poles that remain to be fully understood of utmost importance:
asymptomatic malaria, which is directly associated with clinical immunity to infection and
severe malaria, which underlies key processes in susceptibility to infection.

An intense inflammatory and oxidative stress response has been demonstrated to be involved
in the pathogenesis of malaria and plays a crucial role in the observed clinical complications
of the disease. > * However, the exact role of oxidative stress responses in malaria disease is
unclear. Some studies have demonstrated a protective function, whereas others have shown

oxidative stress to be associated with development of complications like anemia,
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thrombocytopenia and hepatic dysfunction.”> ** " 18 Glutathione S-transferase (GST)
enzymes are known to play a key role in the detoxification and reduction of reactive oxygen
species (ROS). The GSTs catalyzes the conjugation of a variety of electrophilic substrates
with reduced glutathione (GSH).*® The mammalian GST super-family consists of cytosolic
dimeric isoenzymes of 45-55 kDa size that have been assigned to at least eight classes: a
(GSTA), u (GSTM), 7 (GSTP), 6 (GSTT), z (GSTZ), 6 (GSTS), w (GSTO), k (GSTK), with
one or more genes encoding for these cytosolic enzymes.®® In liver, GST proteins are
expressed at high levels and contribute up to 10% of the soluble proteins in cells.?*

The majority of GST genes harbor polymorphisms that influence their transcription and/or
function of their encoded proteins.” GSTM1 and GSTT1 genes exhibit homozygous deletions
(null) and individuals with GSTM1 and GSTT1 null genotypes have no corresponding
enzyme activity. The GSTM1-null and GSTT1-null genotypes frequencies are described to be
high in some ethnic populations.? Frequency of GSTM1-null genotype is about 50%, with a
range of 30 to 70% among different Brazilian ethnic groups.?* % ?® In addition, the frequency
of GSTT1-null genotype was 18.5% and 19% among Caucasian and African descendants,
respectively.?” GSTP1 gene has a polymorphic site in the region of exon 5; a replacement of
A313G causes an llel05Val change, resulting in a significant decrease in the GSTP1
isoenzyme activity.”® Rossini et.al, described a frequency of 38.1% and 12.2% of homozygous
and heterozygous genotypes for SNP/A313G in the Brazilian population, respectively. The
frequency of GSTs polymorphic genotypes and the activity of corresponding isoenzymes vary
in the population, which has been shown to be associated with increased risk of various
diseases. ** %" 3 However, there are few reports that have evaluated the involvement of known

GST polymorphisms in the development of clinical complications in malaria vivax.
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In Cameroon, a study with 138 children demonstrated a statistically significant
difference in GSTM1-null frequency; 32% and 58% in uncomplicated and severe malaria
falciparum, respectively.*® In addition, a study with 157 children from Tanzania demonstrated
a significant association of GSTP1/SNP A313G with severe anemia in P. falciparum malaria:
26% in severe anemia group against 10.3% in non-severe group.? Sohail et.al first reported a
significant association between GSTP1/SNP A313G and the progression of vivax malaria
disease compared with healthy individuals and those infected with P. falciparum.

Despite the great morbidity associated with P. vivax infections in the Amazon region,
there is very little information about the genetic background of the population affected and the
association with susceptibility or resistance to severe forms of malaria. In this study, we
investigated GSTM1, GSTT1 and GSTP1 gene polymorphisms in patients presenting with
uncomplicated and severe P. vivax malaria in Manaus (Amazon), Brazil to understand its

crucial role in disease progression and pathogenesis.
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POPULATION, MATERIAL AND METHODS

Patients

The clinical data and DNA samples described in this study were collected between March
2009 and April 2010, in a study of clinical characterization of malaria vivax severe in the
Tropical Medicine Foundation of Amazonas, Manaus. This study was approved by the
National Committee of Ethics and Research, Manaus, Amazon,n°343/2009, procedure n°
25.000.011.792/2009-15. The severity of malaria was assessed according to World Health
Organization (WHO) standards (formerly validated for P. falciparum) *. All individuals
recruited were positive for P. vivax monoinfection confirmed by thick smear examination
using field microscopy and were negative for mixed malaria, which was checked by PCR.
Patients were excluded when presented with co-infections such as viral hepatitis (HBV, HCV
and HDV), HIV and dengue virus. The clinical, hematological and biochemical

manifestations were analyzed and are depicted in tables.

Determination of GST gene polymorphism

DNA was extracted from dried blood spots collected on filter paper using a DNA isolation kit
(Wizard® Genomic DNA Purification, Promega) according to the manufacturer’s instructions.
In order to identify the deletions of GSTM1 and GSTT1 genes a triplex polymerase chain
reaction (PCR) was employed that included primers for Beta-globin gene that served as a
control for DNA integrity. To detect the variants of codon 105 of GSTP1 PCR-restriction
fragment length polymorphism (RFLP) analysis was employed.

The complete deletions in GSTM1 and GSTT1genes were determined using a multiplex PCR-

based assay. Isolated DNA (100 ng) was amplified in a 50 ul reaction containing 25 pmol
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each of the following: GSTML1 primers of 5°- CTG CCC TAC TTG ATT GAT GGG- 3’, 5’-
CTG GAT TGT AGC AGA TCA TGC - 3’, and GSTT1 primers of 5’- TTC CTT ACT GGT
CCT CAC ATC TC -3’, 5’- TCA CCG GAT CAT GGC CAG CA - 3’. As an internal control
a fragment of the human Beta-globin gene was also amplified using the primers 5’- GCC
AAG GAC AGG TAC GGC TGT CATC —3’and 5’- CCC TTC CTA TGA CAT GAACTT
AAC CAT - 3’in the presence of 200 umol dNTPs, 10x PCR buffer, 3.5 mmol MgCl, and 2.5
U Tag DNA polymerase (Invitrogen, Brazil). The PCR protocol included an initial
denaturation temperature of 94 °C for 10 minutes, followed by 35 cycles of amplification (45
seconds at 94°C, 45 seconds at 58°C and 1 minute and 30 seconds at 72°C). A final 10
minutes extension step at 72°C terminated the process. PCR products from co-amplification
of GSTML1 (271pb), GSTT1 (480pb) and Beta- globin (700pb) were visualized on an ethidium
bromide stained 1% agarose gel (Invitrogen).

To genotype the GSTP1 A313G polymorphism the PCR-RFLP was applied as follows: 100
ng DNA was amplified in a reaction volume of 50 pl containing 25 pmol of each GSTPI
primers: 5°- GTA TTT TGC CCA AGG TCA AG -3’and 5’- AGC CAC CTG AGG GGT
AAG- 3°, 10x PCR buffer (10mM Tris-HCI, 75mM KCI, 3.5mmol MgCl,), 200 pumol dNTPs
and 2.5 U Tag DNA polymerase (Invitrogen, Brazil). After an initial denaturation step 12
minutes at 95 °C, 15 cycles of amplification were performed (30 seconds at 95°C, 30 seconds
at 58°C and 1 minute at 72°C), followed by 25 cycles (30 seconds at 95°C, 30 seconds at
55°C and 1 minute at 72°C). A final 5 minutes extension step at 72°C terminated the process.
Approximately 15ul of PCR products was digested for 24h hours at 37°C with 2.5 U of
BsmAl restriction enzyme (Biolabs, New England) in a final volume of 18ul. Restriction
digests DNA was analyzed on a polyacrylamide gel (2%) (Invitrogen) containing ethidium

bromide. Genotypes were determined by characteristics band patterns: two bands (329pb and
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104pb) for homozygous wild type, four bands (329pb, 222pb, 107pb and 104pb) for

heterozygote mutant and tree bands (222pb, 107pb and 104pb) for homozygous mutant.

Statistical Analyses

Baseline characteristics were summarized as means and proportions of selected variables. The
parametric ANOVA test confirmed by the Bonferroni post hoc test and the nonparametric
Kruskal-Wallis test were used to compare means among two or more groups of interval
variables that were normally distributed and not normally distributed, respectively. The
interactions between specific categorical clinical variables were tested for significance using a
%2 test corrected by Yates’s 2 and Fisher’s exact tests, taking into account the expected
frequency in the table cells.

The statistical analysis was developed to test dependent variables associated with clinical data
and cause of hospital admission and all demographic, epidemiological and clinical
information and management were collected from hospital records. The data analysis was
performed using EPlinfo 6.04 (CDC, Atlanta, Georgia, USA), the Statistics Data Analysis
(STATA) SE 10 (StataCorp, Texas, USA), GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, Inc., La
Jolla, CA, USA) and using IBM SPSS Statistics 19.0 (CDC, Atlanta, Georgia). A p-value of

less than 0.05 was considered statistically significant.
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RESULTS

Study population and physical characteristics

P. vivax positive (n= 175) patients attending the Tropical Medicine Foundation of Amazonas,
hospital in Manaus, Brazil with confirmed diagnosis for monoinfections were enrolled to
study GST gene polymorphism and its implications in disease pathogenesis. Patients with
comorbidities, mixed plasmodial infections and virus infection were excluded from this study.
As no specific criteria exits for classification of P. vivax patients into uncomplicated or server
malaria. We used the criteria described for P. Falciparum by World Health Organization
(WHO). Table 1 represents epidemiological and severity criteria used to classify the study
group. Patients presenting with uncomplicated malaria (n= 118) and severe malaria
represented (n= 57) represented 67.43 and 32.57% of the study population, respectively.
Majority of severe malaria cases were characteristic of Jaundice (85.96%), hemoglobinuria

(26.67%) and acute respiratory distress (10.53%) (Table 1).

GST gene polymorphism in P.vivax infection

For all uncomplicated and severe malaria cases DNA sample was collected on the filter paper
to study the relation between human genetic factors and malaria disease presentation. DNA
was isolated from filter paper and amplified by PCR and/or restriction-enzyme digested and
visualized on gel, for detection of deletion (Null) in GSTT1, GSTM1 genes or mutation
(A313G) in GSTP1 gene. Next, we compared the frequency of distribution of GST alleles in
uncomplicated and severe malaria vivax patients (Table 2). We observed no statistically
significant differences in GSTT1 (Null), GSTM1 (Null) gene frequency between

uncomplicated and severe vivax malaria cases in our study population. Furthermore, a
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comparison of uncomplicated and severe malaria cases for double or single deletion of
GSTT1 and GSTML1 genes, we observed no differences between our study groups. In
addition, we estimated the frequency of A313G mutation in GSTP1 gene and observed no
significant differences between uncomplicated and severe malaria patients.

Collectively, we observed no significant risk associated in malaria patients with GSTT1,

GSTM1 or GSTP1 gene polymorphism in our study population.

Biochemical and Hematological analysis of patients with GST polymorphism and P.
vivax infection

GST proteins play an important role in reducing the oxidative stress caused by parasitic and
parasite-induced host factors.®* *® Furthermore, oxidative stress has been shown to have an
important in cell regulation, with effects on gene regulation. We measured biochemical and
hematological parameters in P. vivax infected patients to identify markers that may be
associated with GSTT1, GSTM1 or GSTP1 gene polymorphism contributing to malaria
clinical disease. Relatively high platelet count (p<0.022) and platelet cell volume (p<0.033)
were measured in patients with GSTM1 deletion (Null) compared to patients with wild type
gene (Table 3). In addition, an increased platelet number (p<0.018) and platelet cell volume
(p<0.037) in patients with single or double deletions in GSTT1 and GSTM1 genes in vivax
malaria patients was estimated (Table 3). Moreover, a statistically significant increase in
platelet numbers (p<0.006) and Red Cell Distribution Width (RDW) (p<0.009) was present in
patients with complete deletions for GSTT1 and/or GSTM1 genes compared to patients
expressing wild type alleles (Table 3).

In contrast, an increased level of direct (p<0.031) and total (p<0.039) bilirubin was detected

in-patient serum that had heterozygous or homozygous A313G mutation in GSTP1 gene
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compared to wild type allele (Table 4). In addition, P.vivax patients with homozygous
mutation for SNP A313G had statistically significant decrease in direct (p<0.022) and total
(p<0.023) serum bilirubin (Table 4). Furthermore, we also observed decreased number of
RBCs (p<0.031) and amount of hemoglobin (p<0.042) in patients with a homozygous
mutation (A313G) in GSTP1 gene compared to patients expressing wild type haplotype
(Table 4). P. vivax infected patients homozygous for A313G mutation in GSTP1 gene had
significantly decreased hematocrit (p<0.039) and RDW (p<0.025) levels compared to patients
with wild type allele.

However, we observed no significant differences in any of the leukocyte measured in vivax
patients when compared depending on their GSTT1, GSTM1 and GSTP1 gene polymorphism
(data not shown). Overall an increased amount of platelet numbers and platelet cell volume
was measured in patients with GSTT1/GSTM1 deletion. Whereas, decreased amounts of
markers that suggest anemia were measured in patients with homozygous A313G mutation in

GSTP1 gene.

Influence of GST gene polymorphism on indicators of severe malaria

P. vivax infections have long been neglected and mistakenly considered ‘benign’ but several
studies have observed thrombocytopenia, anemia, jaundice and acute respiratory distress
syndrome related complications in vivax infections. We next compared GST haplotypes with
hematological and biochemical parameters described as indicators of severe falciparum in
malaria patients by WHO. Firstly, we divided uncomplicated and severe malaria cases with
two groups depending on the platelet numbers and presence or absence of hemolysis (Table
5). We observed increased platelet numbers in severe malaria patients with homozygous

deletion of GSTM1 (p<0.04) compared to severe malaria patients with wild type allele. In
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addition, we observed a further increased platelet numbers in patients with heterozygous or
homozygous deletion (p<0.045) or only double homozygous deletion (p<0.026) for GSTT1
and GSTM1 genes compared to wild type allele (Table 5).In contrast, we did not observe any
significant differences in uncomplicated malaria patients when analyzed with reference to
platelet numbers (Table 5). Moreover, an increased risk of hemolysis was associated with
heterozygous or homozygous deletion for GSTT1 and GSTM1 genes (p<0.033) (Table 5). In
contrast, double deletion of GSTM1 gene (p<0.025) was associated with increased risk of
hemolysis in severe malaria risk group (Table 5). No differences were observed in the
uncomplicated malaria group when compared for hemolysis. GSTT1 and GSTM1 deletion not
only demonstrate a destructive role in RBC hemolysis but also imply a protective role that
may protect patients from thrombocytopenia.

Anemia accounts for a major of the severe P.vivax malaria cases, usually associated with
jaundice in these patients. Uncomplicated and severe malaria cases were classified into two
groups depending on the RBC number, hemoglobin content or hematocrit levels and checked
for the influence of GST gene polymorphism on these hematological parameters. Using
criteria for jaundice (total bilirubin [12.5mg/dl) we observed an increased risk for jaundice in
patients with heterozygous or homozygous (p<0.034) and homozygous (p<0.022) mutation
for A313G in GSTP1 gene (Table 6). Furthermore, an increased risk of renal failure
(p<0.024) was associated with heterozygous or homozygous mutation in patients with A313G

mutation in GSTP1 gene.

In accordance with increased risk for jaundice, we observed decreased RBC number in severe

malaria patients with heterozygous or homozygous A313G mutation compared to patients

with wild type allele. In addition, decreased levels of hemoglobin (p<0.019) and hematocrit
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(p<0.008) were measured in patients with heterozygous or homozygous A313G GSTP1 gene
mutation compared to wild type haplotype. In short, we observed an increased risk of anemia
in patients with GSTP1 mutations is in accordance with the hematological parameters

measured.
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DISCUSSION

In this study, we set out to systematically identify GSTT1, GSTM1 and GSTP1 genetic
variation in uncomplicated and severe vivax malaria infected patients to identify influence of
gene polymorphism on disease presentation. Specifically, we measured hematological and
biochemical parameters in these patients and examined the association between GST
polymorphism and P. vivax disease. Moreover, to the best of our knowledge, our investigation
is the first report to evaluate an association between GST gene polymorphism and
biochemical levels in clinical vivax malaria and their association with disease in an adult

population residing in a high P. vivax prevalent region (Amazon, Brazil).

Contrary to expectations we did not find any significant differences in the distribution of
GSTT1 and GSTM1gene deletion in uncomplicated and severe vivax malaria patients in
Amazon, Brazil. Previous reports, from Cameroon and Tanzania had also found no
differences in GSTTL1 distribution between uncomplicated and severe malaria falciparum
patients. However, a significant distribution of GSTM1 gene deletion was observed in
Cameroon and Tanzania in severe falciparum patients. Furthermore, GSTP1 was
demonstrated to be important in African and Indian patients infected with falciparum and
vivax malaria, respectively.? * 3* Moreover, there was no significant distribution of GSTP1
A313G mutation in our study population in Amazon. GST gene haplotypes have been shown
to be distributed unequally depending on the ethnic groups. Moreover, frequency of SNPs
distribution does not seem to explain the full extent of variation in expression raising the
possibility of variations in disease risk and different responses to drug therapy and subsequent

influence on transcription.®’
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Thrombocytopenia is not a WHO criterion for severe malaria but several studies have shown
it to be a common complication in both Plasmodium vivax and Plasmodium falciparum

malaria. Lacerda et.al reviewed the literature and demonstrated that platelet counts under

150,000/mm3 ranged from 24-94% in patients with acute malaria. Free radicals may play an
important role in the platelet destruction and GST play an important role in encountering the
free radicals to reduce oxidative stress responses. In our study, we observed patients with
GSTT1 and GSTML1 gene deletion had more platelets compared to individuals with wild type
allele. Which suggests a protective role of GSTT1 and GSTML1 gene deletion in patients with
vivax malaria in accordance with platelet count and platelet cell volume. Further, it would be
interesting to see in these patients, if they can be protected from infections that are known to
cause thrombocytopenia such as Dengue virus.

World Health Organization (WHO) criterion for severe anemia is hemoglobin below 5 g/dL in
children and under 7 g/dL in adults. However, there is scarce literature on vivax malarial
anemia in population-based studies in Latin America, as reviewed elsewhere.*®*The cut-off of
hemoglobin under 12 g/dL as a criterion of anemia in our study should be seen with
skepticism because of age ranges and the lack of baseline levels of hemoglobin validated to
specific populations. However, comparison of vivax patients with GSTP1 (A313G) mutation
with patients with wild type gene we observed an increased risk of jaundice and renal failure.
This was in accordance with the increased direct and total bilirubin amounts in serum of
patients with A313G mutation. When we analyzed patients with severe malaria we observed a
significant association of GSTP1 mutation (A313G) with decreased number of RBCs and
amounts of hemoglobin and hematocrit levels in these vivax infected patients. Sohail et.al
demonstrated that Ile105Val (A313G) mutation causes decreased GST enzyme expression

that may affect its ability in reducing oxidative stress.
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In summary, we demonstrate that GSTT1 and GSTM1 gene deletion may be partly beneficial
in patients, as they had decreased risk of thrombocytopenia compared to patients with wild
type gene. On the other hand, we observed an increased risk in patients with GSTP1
homozygous or heterozygous A313G mutation in causing jaundice and severe anemia.
Regardless of the exact functional relevance, based on existing evidence and our findings, we
hypothesize that the GST gene polymorphism is associated with an increased risk of disease
progression in vivax infection. Furthermore, GST proteins play diverse roles, from phase 1l
drug metabolism to the regulation of apoptosis in cells. Functional and epidemiological
implications of GST polymorphism may not only improve our understanding of malaria
pathogenesis but also help us comprehend the individual variation in response to antimalarial

drug therapy.
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Table 1. Epidemiological and physical parameters for uncomplicated and severe P.

vivax malaria patients from Manaus, Amazon.

Uncomplicated Severe p-value*
(n=118) (n=57)

Gender (%omale) 53/118 (44.92%) 36/57 (63.16%)

Age (years) 27.09 +£19.78 30.75+18.1 0.194
Temperature (°C) 36.59 + 1.08 36.57 £0.93 0.870
Weight (Kg) 49.42 + 26.96 55.42 + 23.42 0.096
Numbers of days in hospital 3.02+1.86 3.61+4.29 0.362
Asexual Parasite Density (/mL) 27663.7 £ 61589.0  32379.16 +101291.59 0.687
Platelet Count (X 10%/L) 107.39 +124.1 120.31 +132.71 0.422
White Blood Cells (WBC) (x10°/L) 6.39+2.92 7.36 +4.45 0.116
Red Blood Cells (RBC) (x10%/mL) 3.82+0.734 3.26+1.103 0.000
Hemoglobin Concentration, median (g/dl) 10.76 £ 2.30 9.49 £ 2.96 0.004
Hematocrit (%) 32.53+£6.82 28.27 + 8.69 0.001
Reticulocytes (%) 2.18 £2.52 459 £5.40 0.004
Jaundice 56/118 (47.46%) 49/57(85.96%)
Hyperbilirubinemia (total bilirubin [J 2.5mg/dl) 8/58 (13.79%) 49/57 (85.96%)

Acute Respiratory Distress 0/118 6/57(10.53%)

Renal Failure 1/79 (1.27%) 3/57(5.26%)
Hemoglobinuria 5/50 (10%) 12/45 (26.67%)

Hematuria 2/40 (5%) 3/35 (8.57%)

Reduced Consciousness

2/60 (3.33%)

6/57 (10.53%)

Continuous variables are presented as mean + SD

* Independent — Samples T-tests Post Hoc/ Bonferroni test
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Table 2. Genotypic distribution of GSTs polymorphisms among uncomplicated and

severe vivax malaria patients.

P. vivax malaria

Genotype Uncomplicated Severe p-value*
n (%) n (%)
WTThe[H/WTThetH 9 1 44 .
GSTTL Null™/Null™= 20 (18.02%) 12 (21.43%) 370
wTMywT™ 80 38 a
GSTML NulMY/Nul™ 38 (32.2%) 19 (33.3%) 508
WT ety MU 50 27
WTTheta/Nu”MU a
GSTTL/GSTML Null™e M 68 (57.63%) 30 (52.63%) 322
Null™#/NulM"
WT ety MY 110 53 b
GSTTUGSTML(2) ey 8 (6.78%) 4 (7.02%) 590
WT/WT 23 12
GSTP1 WT/A313G 33 (51.56%) 18 (51.43%)
.964°
A313G/A313G 8 (12.5%) 5 (14.29%)

GSTT1/GSTML1: Null genotype on one or both of the two genes

GSTT1/GSTM1 (2): Null genotype on both of the two genes

WT ™2 Wild Type for Theta gene
WTM!: Wild Type for Mu gene
Null™®: Null genotype for Theta gene
Null™“ : Null genotype for Mu gene

2 test (Yates’s corrected); "Fisher’s exact test
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Table 3. Haematological and Biochemical parameters for all patients with vivax malaria
(GSTT1 and GSTML).

GSTTLUM
1
' GSTM1  GSTMI o CSTTIM WTT:E/ Nul o GSTTUMI CSTTIM
Hg&fﬁ;ﬂ?ﬁ;fﬂ;gd WTTMU/ w Hﬂ::M/ value WT™WT - Nul |1T " value WLt NquTI:::a/Nu s
(n=76) (n=41) (=56)  Null™@/Nu (=108)  (n=09)
Mu
(s
RBC (x10%/mm3) 370£089 354+1.02 400 374+092 353+095 226 3.67+094 332+084  .285
Haemoglobin (g/dL) 102'_%%1“ 10184245 384 1%.77? 1%;‘;* 185 1%'_%‘1* 0.64+246 324
Haematocrit ( %) 31.83£7.93 23048+745 370  32.20+8.17 32‘2‘%* 222 317'_%%1' 297'_33%1' 416
Reticulocyte count ( %) 262+313 371+411 153 252+25 3.46+4.26 195 280+335 540%4.70 .059
wacomiy e S gy BB E g, EHs ZEL g
f}g}ﬁ:ﬁte'\(’]lel_"’;“ Cell 970+182 9.03+1.06 033 976+194 9143112 037 951+165 892+1.11  .298
zrr‘:;;gcl_t)B""“bi“ 2194296 169+375 445 237+311 164+338 239 211+3.36 088+1.19 277
[()irfg/t dBLi)"r”bi” 1.89+£207 244+366 311 1914222 226+320 .493  219+281 083+051  .152
T(‘;%' lgiL')"”bi” 402+397 408+608 944 420+426 387+534 717  424+493 171+144 128
o ol R R R
Lactate 183 +135 190 +119 820 173 +1.10 1.99 +147 345 179 +117 1.68 £099 504
mme ame Ly Dme wEe gy owme wme
ALT (U1 ot sass ¥ osm  sas 8T e sor 082
Creatinine ( mg/dL) 1.00£070 1.04+119 805 100+074 103+105 .874 1.03£093 076031  .420
pmiroty | GTE  GUe gy e e a0 mm mue

* Independent — Samples T-tests Post Hoc/Bonferroni statistics

ALT: Aspartate Aminotransferase

LDH: Lactate dehydrogenase

Cells RDW: Red Cell Distribution Width

AST: Aspartate Aminotransferase

RBC: Red Blood
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Table 4. Haematological and Biochemical parameters for all patients with vivax malaria

(GSTPL).

GSTP1

GSTP1 GSTP1
. GSTP1 GSTTP1  WT/A313 p- GSTP1 p-
Haematological and wrwt  WT/ASLS P~ WTWT  GA3136/ value  wTwT  2S18CT i
Biochemical Data G value - A313G -
(28) (28) A313G (28)
(39) (12)
(51)

RBC (x10%/mm?) 384+098 357+084 224 S0 345087 077 384:098  S.Of 031
. 10.90 £ 10.17 £ 10.89 £ 9.06 £
Haemoglobin (g/dL) 2 59 238 .239 2 59 991+243 095 10.89 %252 251 .042
. 32.67 30.63 = 32.67+ 29.79 = 27.08 £

0
Haematocrit (%) 753 739 272 753 754 .109 32.67+7.53 771 .039
Reticulocyte count 193+ 217+
(%) 193+£148 3.35+3.49 .075 148 3.02+335 .146 193+£148 2901 755
14.16 £ 13.85 14,16 £ 13.50 14,16 £ 12.37 £
RDW 2.26 +2.49 606 2.26 w47 298 2.26 2.10 025
9 78.21 = 128.82 + 78.21 121.86 = 78.21 £ 99.25 +
Platelet Count (x10°7L) g 19 15898 M4 e0a1 14485 132 60.11 85.59 379
Platelet Mean Cell 9.26 + 9.20
Volume (fL) 926+1.05 930+1.17 877 105 9.28+1.17 .942 9.26 +1.05 +124 .882
Indirect Bilirubin 132+ 193+
(mg/dL) 132+£159 2.36+4.26 .230 159 225+397 .246 1.32+£159 312 421
Direct Bilirubin 118+ 315+
(mg/dL) 1.18+£1.06 2.70+3.80 .044 106 281+3.84 031 1.18+£1.06 411 .022
Total Bilirubin 245+ 5.08 +
(mg/dL) 245+1.88 4931651 .055 188 497+6.16 .039 2.45+1.88 5 20 .023
768.76 £ 87.66 768.76 = 804.21 768.76 + 794.17 +
LDH (U/L) 292.05 481.42 72l 292.05 473.58 734 292.05 470.51 841
220+ 231+
Lactate 220174 1.63+0.92 148 174 183+1.12 .327 220+ 1.74 144 .858
59.57 = 48.90 = 59.57 £ 49.10 = 59.57 £ 49.75
AST (UIL) 53.70 34.78 335 53.70 34.09 299 53.79 33.35 562
73.74 = 52.00 = 73.74 £ 48.04 = 73.74 £ 35.83 %
ALT (UIL) 63.32 48.88 126 e332 as09 04 63.32 2118 92
. 32931+ 318.95 329.31 + 315.40 329.31 303.45
Alkaline Fosfatase 189.5 176 % 1ges 17524 T°2 1895 17485 'Ot
- 0.88 + 1.66 =
Creatinine (mg/dL) 0.88+0.48 1.01x0.74 402 048 117£1.27 244 0.88 £ 0.48 291 .080
3543 36.63 3543 44.26 68.42 +
Urea (mg/dL) 17.00 2132 .806 17.00 3918 261 3543+17.0 66.89 .018
* Independent — Samples T-tests Post Hoc/Bonferroni statistics ALT: Aspartate
Aminotransferase
LDH: Lactate dehydrogenase AST: Aspartate
Aminotransferase
RDW: Red Cell Distribution Width
RBC: Red Blood Cell ~ WT/WT: Wild Type WT/A313G: Heterozygous
Genotype A313G/A313G: Homozygous Genotype
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Table 5. Genotypic and allelic distribution of GSTT1 and GSTM1 in uncomplicated and

severe vivax malaria patients.

Genotype Uncomplicated RR (CI) p- Severe malaria RR (ClI) b-
malaria value* value*
Pla;ge{:e;:s Plzige(;e;s Platelets Platelets
T10° 10° >150 x 10° <150 x 10°
wWTM W TV 8 30 ] 5 33 0.36
GSTM1 Mu Mu 7 15 0.66 353 ' .040°
NullM¥/Null (0.28-1.59) 7 12 (0.13-0.98)
WT ety MU 5 23 3 26
WT e Ny M 0.57 236° 0.32
GSTTL/GSTM  Null™™wTM 10 22 (0.22-1.47) (0' 10— 045°
1 Null™™®/NulIM 9 19 ' '
" 1.07)
WT W 14 41 1.27 9 44 0.23
1(2) u 7.78) 3 1 0.51)
Hemolysi  Hemolysi Hemolysis ~ Hemolysis
S s (Yes) (No) (Yes)
(No)
wTM WV 28 1 13 3 2.44
GSTM1 19 0 0.97 604" 3 6 (0.94- .025°
Null™/Nul™ (0.90-1.03) 6.32)
WT ety MU 21 0 i 11 2
WTTeRNy M 1.04 563
GSTT1/GSTM Thetan x MU ) 2.03 b
1 Null™@/\wWT 26 1 (0.96-1.12) 5 7 (1.0-4.12) .033

Null™™®/NulIM
u

* Independent — Samples T-tests Post Hoc/Bonferroni statistics

WT™ : Wild Type for Mu gene

Null™# : Null genotype for Theta gene

corrected); b Fisher’s exact test

RR: Risk Ratio; (CI): Intervals of Confidence

Null™ : Null genotype for Mu gene

. Wild Type for Theta gene

a 2 test (Yates’s
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Table 6. Genotypic and allelic distribution of GSTP1 in uncomplicated and severe vivax

malaria patients.

RR(CI) p-

_ *
Genotype Uncomplicated malaria value*  Severe malaria RR (CI) p-value
RBC RBC RBC RBC
3.9 <39 3.9 <3.9
x10°mm? x10°mm?® x10°mm’ x10°mm’
WT/WT 8 8 7 5
WT/A313G 13 15 1.08 .822° 4.47 b
GSTPL  A313G/A31 (0.57- 3 20 (140-14.25) 008
G 2.02)
Hemoglobin ~ Hemoglobin Hemoglobin  Hemoglobin
1 11.5g/d1 <11.5g/dl [ 11.5g/d1 < 11.5¢/dl
WT/WT 8 8 7 5
WT/A313G 1.40 3.35 b
GSTPL - A313G/A31 10 18 (0.70-  .359° 4 19 (1.22:922) 01°
G 2.81)
Hematocrit Hematocrit Hematocrit  Hematocrit
33.9% <33.9% 33.9% < 33.9%
WT/WT 7 9 1.02 7 5 447
WT/A313G (0.51- .955° ' b
GSTPL A313G/A31 12 16 2.06) 3 20 (1.40- 008
G 14.25)

* Independent — Samples T-tests Post Hoc/Bonferroni statistics

a2 test (Yates’s corrected); b Fisher’s exact test

RR: Risk Ratio; (CI): Intervals of Confidence

WT/WT: Wild Type WT/A313G: Heterozygous Genotype
A313G/A313G: Homozygous Genotype
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Table 7. Clinical comparison of allelic distribution in GSTP1 vivax malaria patients.

Clinical Data Jaundice (No) Jaundice (Yes) OR (CI) p-value*
WTWT 19 (48.72%) 16 (45.71%)
0 0,
GST Pi WT/A313G 18(46.15%) 33(64.70%) 034
A313G/AS13G 2(5.13%) 11(84.62%)
WTMWT 19 (48.72%) 16 (26.67%)
GST Pi 2:61 022
WT/A313G 20(51.28%) 44(73.33%) (1.117-6.109) :
A313G/A313G
Renal Renal
failure (No) failure (Yes)
WTWT 29 (34.94%) 0
0, 0,
GST Pi WT/A313G 44 (53.01%) 1(33.33%) 024
A313G/A313G 10 (12.05%) 2 (66.66%)
WTAWT 29 (34.94%) 0
GSTPI WT/A313G 54 (65.06%) 3 (100%) 286
A313G/A313G

* Independent — Samples T-tests Post Hoc/Bonferroni statistics
ax2 test (Yates’s corrected); b Fisher’s exact test; c ANOVA; OR: Odds Ratio; (Cl): Intervals of
WT/A313G: Heterozygous Genotype

Confidence

WT/WT: Wild Type
A313G/A313G: Homozygous Genotype
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6 CONCLUSAO
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Este trabalho determinou a freqiiéncia dos polimorfismos nos genes GSTT1, GSTM1 e
GSTP1 em pacientes com malaria grave e maléria ndo grave por Plasmodium vivax;
nenhum outro estudo foi publicado a respeito desse tema, sendo este um estudo

pioneiro a respeito de gravidade da malaria vivax e frequéncia genotipica das GSTSs;

N&o foram observadas diferengas significativas nas freqliéncias alélicas das GSTs para

maldria grave e ndo grave por Plasmodium vivax;

Individuos com malaria com delecdo no gene GSTM1 apresentaram maior

concentracdo plaquetéria, sugerindo menor risco de trombocitopenia;

Pacientes com maléria vivax grave portadores da delecdo nos genes GSTT1 e GSTM1
apresentaram menor risco de desenvolverem trombocitopenia daqueles portadores dos

gendtipos GSTT1 e GSTM1 selvagem.

Pacientes com malaria grave, portadores da mutacdo A313G no gene GSTP1 em
heterozigoze ou homozigoze apresentaram maior risco de desenvolverem ictericia e

anemia comparados aos pacientes portadores do gen6tipo GSTP1 selvagem.

Nosso estudo indica papel importante dos polimorfismos da GST na clinica de

portadores de maldria vivax, podendo ser relacionado como potencial marcador

molecular para avaliagéo e progressdo da doenca.
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7 PERSPECTIVAS
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A situacdo de malaria do pais atualmente define-se como de "malaria residual”,
acometendo praticamente a regido Amazonica, com predominancia restrita para malaria
vivax, a qual atinge até 80% dos casos. Esta situacdo caracteriza-se com instabilidade, sempre
ameacando surtos epidémicos em areas endémicas como a Amazonia e com forcas de
provocar focos em outras regides do pais, estando esta sujeita a grandes oscilagées em funcéo
de variacdes como clima, demografia e poder socioecondmico. Portanto, a malaria € um
desafio sempre atual no Brasil.

Cumpre ressaltar que os diversos estudos envolvendo marcadores hematoldgicos,
bioquimicos e moleculares alavancaram muito o conhecimento cientifico em diversas areas,
principalmente as de saude humana, porém, mesmo com esta grande ala aberta de
conhecimentos, pouco impacto nos métodos de controle da malaria foi adquirido. O que mais
se pensa e se usa atualmente, baseiam-se essencialmente em métodos pouco funcionais a
saber, controle de vetores por inseticidas e larvicidas e tratamento de doentes.

O grande numero de patologias que afetam o homem desde a séculos, a maléria talvez,
é a que oferece um quadro paradoxal: estamos vivendo a época da talvez cura da AIDS e do
sucesso no tratamento do cancer. Além das excelentes perspectivas para terapia génica,
mesmo com esta imensa gama de conhecimento adquiridos, a malaria ainda continua
provocando doencas e mortes em muitas partes do mundo, e aqui em nossa regido amazonica.

Portanto, este trabalho € apenas um prendncio para uma Vvisdo sintética de novos
conhecimentos, principalmente os moleculares podem permitir e desenvolver maiores
respostas e conhecimento da a genética tanto do hospedeiro com do parasita.

Neste estudo também encontramos associagdes fiéis entre a mutagdo A313G no gene
GSTP1 e variaveis clinicas e laboratoriais relevantes, porém exigindo uma maior amostragem

para fidelizar e validar nossos promissores resultados na elucidacdo da influencia deste
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polimorfismo na infeccdo pelo P. vivax. Associacdes importantes entre os genotipos das GSTs
em manifestacdes clinicas como retinopatia, mioartralgia e crepitacdo foram descritos na

Tabela 2.
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Tabela 2. AssociacGes entre 0s genotipos das GSTs e manifestagdes clinicas em pacientes

com malaria vivax.

Genotipo RR Malaria Grave RR -value*
Malaria Nado-Grave (CI) p-value* (Ch P
Retinopatia Retinopatia Retinopatia  Retinopatia
(N&o) (Sim) (N&o) (Sim)
WT/WT 5 3 3 0
0.63
GSTPL 03 057 (é'gg_ 453"
WT/A313G 11 0 7- 8 3 1 '97) '
A313G/A31G 1.07 '
)
Mioartarlgia Mioartaralgia Mioartralgia Mloa;tralgl
(Nao) (Sim) (Nao) (Sim)
WT/WT 11 62 7 31
0.37
0.88
15 22 (0.1 .003% b
GSTML Nulo/Nulo 9- 4 15 (20622% 536
0.73 '
)
Crepitacéo Crepitacéo Crepitacéo Crepitacéo
(Nao) (Sim) (N&o) (Sim)
WT/WT 36 2 1.30 33 4
(1.0 .023° 1.00 .
GSTM1 16 6 0- (0.82- 674
Nulo/Nulo 1.70 17 2 1.21)
)

* Independent — Samples T-tests Post Hoc/Bonferroni statistics

a2 test (Yates’s corrected); b Fisher’s exact test
RR: Risk Ratio; (Cl): Intervals of Confidence
WT: Do Inglés Wild Type (Gendtipo Selvagem).
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Anexo. Documento de Aprovacdo do Projeto em Comité de Etica

(CONEP)
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‘ MINISTERIO DA SAUDE
Conselho Nacional de SaGde
Comissio Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP

PARECER N° 343/2009
Registro CONEP 15243 (Este n* deve sor citado nas correspondiincias referentes a este projeto)

CAAE 0054.1.114.000-08 Processo n® 25.000.011.792/2008-15

Projeto de Pesquisa: “Caracferizagdo ciinica da maldria complicads por Plasmodium
vivax”. Protocolo verséo final de 25/07/2008 TCLE versSo final de 18/06/08 com Emenda 1

doaom/oo

Pesquisador Responsavel: Marcus Vinlcius Guimares de Lacerda

Instituigiio: Fundagiic de Medicina Tropical do Amazonas — FMTAMT/AM

CEP de origem: Fundagio de Medicina Tropical do Amazenas — FMTAMT/AM

Arca Temitica Especial: Pesquisa com cooperagdio estrangeira

Patrocinador: Centro Inlemacional de Pesquisa em Saude de Barcelona - Centre de

Recerca en Sslut intemacional de Barcelona (CRESIB)

Sumério geral do protocolo

A malana é endémica em 92 paises e possui foco de transmiss®o em um adicional
de 8 paises.

Em documento recente da OMS, hé uma afirmacao de que a makiria vivax, embora
seja considerada uma doenga benigna, com baiba letalidade, pode provecar deenca febril
grave e debilitante. Ocasionalmenie, resulta em graves doencas, como a maldria
falciparum. Virias manifestagfes graves de malina vivax vam sendo relatadas, a saber
malaria cersbral, anemia severa, plaguetopenia severa, pancitopenia, icterica, ruptura
esplénica, insuficéncia renal aguda e sindrome da ang(stia respiratoria aguda. Os
mecanismoe das manfestagbes graves ndo sdo bem compreendidos.

Um grande nimero de casos de maldria vivax grave & relataco no continente
africano, porém, todos foram diagnosticados por exame de gota espessa de sangue, o que
pode fer associado uma infecglo por P. falciparum. Estudos demonstram gue outros
exames siio necessarios para definigiio de monoinfestaciio por P. vivax, tais como leste de
detecgio de antigeno P.falcipanan/P. vivax @ leste de PCR,

Neste estudo, serdo realizados teste de ldmina de gota espessa de sangue, extragho
de DNA e PCR em tempo real para diagndsatico de P.faiciparum & P. vivax com utiizacio de
primers especificcs, exames laboratonais para acompanhamento doe guadro dinico dos
pacientes ¢ autépsas nos casos de dbito.

O objetivo do estudo @ “descrever o espectro clinico de maldria vivax em pacientes
nlermados na Fundagiio de Medicina Tropical do Amazonas, Manaus, Brasil®, tendo como
objetivos secunddnios: estimar a freqléncia de hospitalizagbes devido & malaria por P. vivax
na FMT - AM; descrever as apresentactes clinicas dos pacienies com infecglo por P.
vivax que precisam de UT] e evoluem para a morde; verificar a freqlléncia de pacentes com
monoinfecgdo confirmada para P. vivax que preenchem os critérios da OMS para makiria
grave; descrover causas Incomuns de internagdo em pacientes com maldria vivax;
descrever outras doengas infecciosas agudas concomitandes que podem altorsr a
apresentacdo clinica benigna da malria vivax; avaliar os fatores de risco de hospitalzagao
em pacientes com infeccdo pelo P. vivax exclusivo; ¢ descrever a patologia associada com

autdpsias,

multicéntrico, prospectivo  descritivo,
MMmmmamMMmommdcum umn
no Brasd e outro na India.
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O orgamento financaro fol apresentado de forma detalhada

O cronograma de realizagio da pesquisa preve sua conciusSo em 3 anos.

Foi apresentado confrato com patocnador onde fica estabelecdo o
compariiamento dos dados e resultados da pesquisa entre 0s pesquisadores €

O TCLE apresenta-se conciso @ objefivo, formulado em linguagem apropriada a0
pldblico e objetivo a que se destina. Os procedimentos eostico bem daros, riscos e
desconforios a gque 0 paciente possa eostar submetido, garantiss de acoedo com a
Resolucio CNS 198/96.

100



IC. U6 U5 15:42 S F3153701 ».3

i

6
|
;

;
;
;
|
;
i

. Pencénca atendiia parcaiments
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da questdc 2 acima, antes do Inicio o estudo
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Anexo. Protocolo de extracéo retirado do Wizard® Genomic DNA
Purification Kit.

Volume de amostra sanguinea: 300uL

Obs: Antes de dar inicio ao procedimento homogeneizar o tubo com sangue até o
mesmo ficar completamente homogeneizado.

Procedimentos:

1. Adicione 900uL de solucdo Cell Lysis. Inverta o tubo 5 a 6 vezes para misturar o
sangue e a solucéo de lise.

2. Incube por 10 minutos a temperatura ambiente, homogeneizando por inversao duas a
trés vezes.

3. Centrifugue entre 13.000 e 16.000 x g por 20 minutos a temperatura ambiente.
4. Descarte 0 sobrenadante.

5. Agite o tubo vigorosamente no vortex. Ressuspenda completamente as células
brancas.

6. Adicione 300 pL de solucdo Nuclei Lysis. Pipete a mistura 5-6 vezes para lisar as
celulas brancas.

7. OPCIONAL: Adicione 1,5 pL de solugdo RNAase ao lisado nuclear e misture as
amostras invertendo o tubo 2-5 vezes.Incube a mistura a 37°C por 15 minutos e esfrie a
temperatura ambiente.

8. Adicione 100uL de solucdo Protein Preciptation ao lisado nuclear e homogeneize
vigorosamente no vortex de 10-20 segundos.

9. Centrifugue o tubo entre 13.000-16.000 x g por trés minutos a temperatura ambiente.

10. Transfira o sobrenadante para um tubo limpo de 1,5mL contendo 300uL de
isopropanol a temperatura ambiente.

11. Gentilmente misture a solucdo por inversdao até que as brancas cadeias de DNA
formem uma cadeia visivel.

12. Centrifugue entre 13.000-16.000 x g por um minuto a temperatura ambiente.

13. Decante o sobrenadante e adicione uma amostra de um volume de etanol a 70% a
temperatura ambiente. Gentilmente inverta o tubo algumas vezes para lavar o
precipitado de DNA e os lados do microtubo.

14. Centrifugue como na etapa 11.

15. Cuidadosamente aspire o etanol. Inverta o tubo em um papel absorvente limpo e
seque ao ar o precipitado por 10 a 15 minutos.

16. Adicione 100pL da solucdo DNA rehydration ao tubo e reidrate 0 DNA incubando a
65°C por uma hora. Periodicamente homogeneize gentilmente a solugéo.
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Alternativamente reidrate 0 DNA incubando a solugdo overnigth a temperatura
amibiente.

17. Armazene o DNA entre 2-8°C.

Anexo. Gel de agarose para analise dos produtos da PCR

Preparacdo do gel de Agarose 1%

1. Em um Erlemeyer pesar 1g de Agarose.
2. Completar com TEB 1x para 100 mL ,
3. Tampar o Erlemeyer com plastico fazendo pequenos furos no mesmo.

4. Levar o material ao forno de microondas por aproximadamente 2 minutos até ficar
com aspecto transparente.

5. Acrescentar 0 Brometo de Etidio no Erlemeyer (40 pL para 100 mL).

6. Preparar o suporte de polimerizagdo colocando o pente com a quantidade desejada de
POCOS.

7. Esperar esfriar o Erlemeyer e despejar a agarose a 1,5% no suporte de polimerizacéo.
8. Aguardar a formacdo do gel (solidificacao) e retirar o pente.

9. Colocar o suporte de polimerizacdo com o gel na cuba de eletroforese.

10. Adicionar na cuba tampdo TEB 1X até cobrir a superficie do gel.

Aplicacdo das amostras no gel de Agarose

1. Homogeneizar em um suporte 10ul da amostra de DNA (produto da PCR) com 10pl
de azul de bromofenol.

2. Aplicar as amostras de DNA (20 ul) nos pocos do gel.

3. Reservar um poco para aplicacdo de um marcador de corrida (100pb).
4. Ajustar a voltagem para 80 volts por 1 hora.

7. Analisar o gel sob radiagdo ultravioleta.

8. Tirar foto do gel para posterior analise dos resultados obtidos.

Obs: As corridas em gel de agarose séo para observar se houve amplificagdo durante o
PCR, assim como verificar a qualidade do DNA amplificado, ou seja, se 0 mesmo esta
em boa quantidade (Bandas fortes), se ndo ha rastro (ndo esta degradado).
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