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RESUMO

SILVA, M. M. R. I; SORTICA, V. A. ANALISE DA INFLUENCIA DE
POLIMORFISMOS NOS GENES TLR1, TLR4, TLR7, TLR8, TLR9 E TIRAP NA
SEVERIDADE DE INFECCOES POR Plasmodium vivax. 33 f. Projeto de Dissertagio
(Mestrado em Ciéncias da Salde) - Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias da Saude,

Instituto de Ciéncias Biologicas e da Saude, Universidade Federal de Alagoas, Maceio, 2024.

A maléria é uma doenca infecciosa amplamente disseminada causada pelos protozoérios do
género Plasmodium. O parasita é transmitido ao hospedeiro humano pela picada da fémea do
mosquito do género Anopheles. A malaria causada por P. vivax, é caracterizada por sintomas
iniciais brandos que se iniciam entre 07 a 10 dias ap6s a transmissao vetorial. A resposta imune
a infeccdo por esse patdgeno libera citocinas pro-inflamatorias durante a fase sanguinea da
infeccdo no hospedeiro. A liberacdo dessas citocinas no inicio da doenca € importante para o
controle e eliminacdo do parasito. Os receptores do tipo Toll (TLRs: toll-like receptors) séo
proteinas transmembranas presentes em células epiteliais, endoteliais, natural killers, mondcitos,
macrofagos, neutrdfilos e dendriticas. Os TLRs induzem a producdo de citocinas pro-
inflamatorias pela ativacdo do fator de transcri¢do NF-kB nos individuos infectados pelo P.
vivax. O objetivo do estudo foi avaliar a associacdo entre os polimorfismos rs4833095,
rs1927911, rs179008, rs3764880, rs352140, rs8177374 nos genes TLR1, TLR4, TLR7, TLRS,
TLR9 e TIRAP do sistema imune e as manifestac@es clinicas da malaria causada pelo P. vivax
em uma populacéo da regido amazonica do estado do Pard, Brasil. O estudo foi constituido por
amostras de 148 individuos infectados por P. vivax. Os participantes da pesquisa foram
diagnosticados pela técnica de microscopia em lamina com esfregaco de sangue, sendo
estimados 0s niveis de parasitemia e gametocitemia. Os sintomas clinicos dos individuos foram
avaliados pelos médicos e registrados. Amostras de DNA dos pacientes foram genotipadas por
discriminacdo alélica através por sondas TagMan™ em um termociclador de PCR em tempo
real Applied Biosystems StepOne™. Os individuos foram genotipados por um conjunto
validado de 48 marcadores moleculares informativos de ancestralidade para controle gendmico
nas analises estatisticas. O pacote estatistico SPSS 21.0 para Windows® foi utilizado para as
analises estatisticas. A significancia estatistica foi definida como um valor p bicaudal < 0,05.
Uma analise de componentes principais foi realizada para agrupar os sintomas dos pacientes
em um indice clinico de gravidade. Os gendtipos dos TLRs foram analisados quanto a

associacdo, aos niveis de parasitemia e gametocitemia, e ao indice clinico, em Modelos lineares



generalizados. A analise considerou o sexo, a idade, as ancestralidades genéticas africana e
europeia, o0 periodo de exposicdo, o passado nosoldgico e a parasitemia como covaridveis. Os
individuos homozigotos para o alelo T do polimorfismo rs352140 do gene TLR9 apresentaram
o nivel médio de parasitemia aumentado em comparagdo com os portadores do alelo C (TC+CC)
(p = 0,034). Os homozigotos GG para 0 SNP rs1927911 no gene TLR4 apresentaram o maior
indice clinico, quando comparado aos portadores do alelo A (p = 0,030). N&o foi observada
uma associacdo dos polimorfismos estudados com os niveis de gametocitemia. Os
polimorfismos rs352140 do gene TLR9 e rs1927911 no gene TLR4 podem ser marcadores
moleculares da malaria causada por P. vivax na populacdo amazodnica. Novos estudos

replicando nossos resultados sdo necessarios para confirmar o potencial desses marcadores.

Palavras-chave: malaria, variabilidade genética, SNPs, Toll Like Receptor, TIR Domain

Containing Adaptor Protein.



ABSTRACT

SILVA, M. M. R. I; SORTICA, V. A. ANALYSIS OF THE INFLUENCE OF
POLYMORPHISMS IN THE TLR1, TLR4, TLR7, TLRS8, TLR9, AND TIRAP GENES ON
THE SEVERITY OF INFECTIONS BY Plasmodium vivax. 33f. Dissertation Project
(Master's Degree in Health Sciences) - Postgraduate Program in Health Sciences, Institute of

Biological and Health Sciences, Federal University of Alagoas, Maceio, 2024.

Malaria is a widespread infectious disease caused by protozoa of the genus Plasmodium. The
parasite is transmitted to the human host through the bite of a female Anopheles mosquito.
Malaria caused by P. vivax is characterized by mild initial symptoms that begin between 7 and
10 days after vector transmission. The immune response to infection by this pathogen releases
pro-inflammatory cytokines during the blood phase of infection in the host. The release of these
cytokines at the beginning of the disease is essential for controlling and eliminating the parasite.
Toll-like receptors (TLRs) are transmembrane proteins present in epithelial, endothelial, natural
killer, monocyte, macrophage, neutrophil, and dendritic cells. TLRs induce the production of
pro-inflammatory cytokines by activating the transcription factor NF-«xB in individuals infected
with P. vivax. The study aimed to evaluate the association between the rs4833095, rs1927911,
rs179008, rs3764880, rs352140, and rs8177374 polymorphisms in the TLR1, TLR4, TLR7,
TLR8, TLR9, and TIRAP genes of the immune system and the clinical manifestations of
malaria caused by P. vivax in a population from the Amazon region of the state of Para, Brazil.
The study consisted of samples from 148 individuals infected with P. vivax. The study
participants were diagnosed using the blood smear microscopy technique, and the levels of
parasitemia and gametocytaemia were estimated. The clinical symptoms of the individuals were
assessed by the doctors and recorded. DNA samples from the patients were genotyped by allelic
discrimination using TagMan™ probes in an Applied Biosystems StepOne™ real-time PCR
thermal cycler. Individuals were genotyped by a validated set of 48 ancestry-informative
molecular markers for genomic control in statistical analyses. The SPSS 21.0 statistical package
for Windows® was used for statistical analyses. Statistical significance was defined as a two-
tailed p value < 0.05. A principal component analysis was performed to group the patients'
symptoms into a clinical severity index. TLR genotypes were analyzed for association with
parasitemia levels, gametocytaemia, and clinical index in generalized linear models,
considering sex, age, African and European genetic ancestry, exposure period, infections

history, and parasitemia as covariates. Individuals homozygous for the T allele of the rs352140



polymorphism of the TLR9 gene had an increased average level of parasitemia compared to
those with the C allele (TC+CC) (p = 0.034). The GG homozygotes for SNP rs1927911 in the
TLR4 gene had the highest clinical index compared to A allele carriers (p = 0.030). There was
no association between the polymorphisms studied and gametocytaemia levels in individuals
with malaria caused by P. vivax. The polymorphisms rs352140 in the TLR9 gene and
rs1927911 in the TLR4 gene may be molecular markers of malaria caused by P. vivax in the
Amazonian population. Further studies replicating our results are needed to confirm the

potential of these markers.

Keywords: malaria, genetic variability, SNPs, Toll Like Receptor, TIR Domain Containing
Adaptor Protein.
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1. INTRODUCAO

1.2  MALARIA e Plasmodium

A maléria é uma doenca infecciosa febril aguda, amplamente disseminada nos
continentes da América, Africa Asia e Oceania. Essa doenca é causada por protozoarios do
género Plasmodium que sdo transmitidos ao hospedeiro pela picada de mosquitos fémeas
infectadas que pertencem a familia Culicidae do Género Anopheles (WHO, 2021).

Em humanos, cinco espécies sdo responsaveis por essas infeccBes: Plasmodium
falciparum, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale, Plasmodium vivax e Plasmodium
knowlesi. Dessas espécies, 0 Plasmodium knowlesi encontra-se restrito ao Sudeste Asiético,
além de infectar humanos, tem como hospedeiro natural outros primatas. O Plasmodium ovale
¢ associado a casos importados de malaria no Brasil sendo mais comum em determinadas
regides do continente africano (Brasil, 2022a).

O ciclo parasitario inicia com a picada do mosquito no hospedeiro humano. Pela picada,
0S esporozoitos, que sdo as formas infectantes do plasmodium que ficam acumulados nas
glandulas salivares do mosquito, sdo injetados diretamente na circulacdo sanguinea do
hospedeiro. Nos minutos seguintes, em geral quinze (15) a quarenta e cinco (45) minutos, 0s
parasitos migram para o figado e invadem os hepatécitos. No figado, os esporozoitas podem
permanecer inativos como hipnozoitos, o que ocorre frequentemente nas infecgcdes por P. vivax
e P. ovale. Entretanto, na maioria das espécies, 0s esporozoitos se transformam em estruturas
arredondadas denominadas criptozoitas e iniciam um ciclo de reproducdo assexuada (ciclo pré-
eritrocitico ou esquizogonia pré-eritrocitica) gerando milhares de elementos filhos, chamados
de merozoitas. A duracdo da fase de esquizogonia pré-eritrocitica, varia de acordo com as
espécies: P. falciparum seis dias, P. vivax oito dias, P. ovale nove dias, P.malariae de doze a
dezesseis dias. Com o rompimento dos hepatdcitos, os merozoitas sdo liberados na corrente
sanguinea e invadem os eritrocitos, iniciando o ciclo hematico ou eritrocitario. O ciclo
esquizogonico de reproducdo assexuada, no sangue, depende da caracteristica de cada espécie,
repetindo-se em prazos bastante regulares que coincidem com os ciclos de febre da maléaria: P.
falciparum 36 a 48 horas, P. vivax e P. ovale 48 horas e para o P. malariae 72 horas.
Posteriormente, alguns merozoitos se diferenciam em formas sexuadas denominadas gamontes
ou gametdcitos, que se concentram nos capilares da pele e podem infectar novos mosquitos que
se alimentam do sangue do humano infectado. No mosquito, 0s gametdcitos masculinos e

femininos se tornam gametas ativos e se fundem, originando o oocineto. Esse oocineto migra
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para a parede intestinal, onde se transforma em oocisto. Durante esse processo, ocorre a
esporogonia, resultando na formacdo de esporozoitos através de divisGes meidticas. Esses
esporozoitos sdo liberados na hemolinfa do inseto e migram para a glandula salivar do mosquito.
Quando o oocisto se rompe, 0s esporozoitos podem ser inoculados em um novo hospedeiro
(Figura 01) (Revisdes em Rey, 2008, Winzeler,2008; Phillips et al. 2017).

Human host Mosquito vector

ol =
Sporozoite %/ﬂ}y

30-60

minutes
Prophylactic
. treatment

First site of /_

Red blood cell
Schizont B
000 %% e Symptomatic
w0 © stage

o ® ©
0@ o Transmission-
@ . .

0 4 el ] Symptomatic blocking
reproduct Ring treatment treatment
reproductive

stages stage prevents
resistance spread

(4-8 days®)
Trophozoite @ Gametocytes

Figura 1- Ciclo de vida Plasmodium spp. (Phillips et al. 2017).

1.3 Apresentacdo clinica

Apo6s ser infectado com esporozoitos, o paciente pode ficar assintomatico por
aproximadamente uma semana ou apresentar sintomas leves, irregulares e nao caracteristicos.
Posteriormente, quando comeca a fase eritrocitaria, os individuos comegam a apresentar 0s
sintomas mais caracteristicos da malaria como a anemia, esplenomegalia, febre alta, calafrios e
sudorese (paroxismo). Outros sintomas como dores pelo corpo (mialgias, artralgias, lombalgias)
anorexia, ictericia, nausea, vémitos, diarreia e cefaleia sdo comuns no curso da doenca. A
apresentacdo dos sintomas e a gravidade da doenca variariam dependendo da espécie de
plasmaddio, da imunidade prévia do hospedeiro aos parasitas, da idade e do estado de satde do

paciente (Anstey et al., 2024).
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Ao contrério do P. falciparum, que invade os eritrocitos e a parasitemia pode exceder 20-
30%, o P. vivax apresenta uma especificidade exclusiva para invadir os reticuldcitos. Essa
caracteristica do P. vivax resulta numa biomassa parasitaria mais baixa, raramente excedendo
2-3% de parasitemia, mesmo perante infec¢cdes que causam doengas graves. Apesar de ter um
limiar pirogénico mais baixo do que o P. falciparum, a producgéo de citocinas, a ativacdo
endotelial e as respostas inflamatorias pulmonares sdo mais elevadas na infe¢do por P. vivax do
que na infecdo por P. falciparum. Acredita-se que a razdo para este fenbmeno acontecer € teor
mais elevado de GC do genoma do P. vivax, aproximadamente duas vezes superior ao do P.
falciparum, e, por conseguinte, um teor mais elevado de motivos CpG estimuladores do
receptor do tipo Toll 9 (Dayananda et al., 2018).

As infecgdes por P. vivax, podem apresentar casos severos e fatais tdo frequentes quanto
os causados por P. falciparum em algumas regides, com complicacbes como a ruptura do baco,
convulsdes, ictericia, problemas renais, anemia severa, coma e sindrome de dificuldade
respiratéria (Pyo et al., 2022; Anstey et al., 2024). Varias condi¢des clinicas observadas na
maléria por P. vivax devem-se a um desequilibrio na producdo de citocinas prd e anti-
inflamatdrias, que sdo mais pronunciadas que nas infecgdes por P. falciparum. Demonstrou-se
que as concentracBes plasmaticas das citocinas pro-inflamatérias TNF-o e IFN-y estdo
diretamente relacionadas com a gravidade da doenca, a0 passo que as concentracOes
plasmaticas de IL-10 se mostraram inversamente relacionadas com a gravidade da doenga.
Além disso, a concentracdo plasmatica de superoxido dismutase, uma enzima produzida
durante o stress oxidativo, também foi associada a gravidade da doenca causada por P. vivax
(Dayananda et al., 2018; Pyo et al., 2022; Anstey et al., 2024).

1.4 Epidemiologia da Maléria

A maléria é considerada um grave problema de salude publica, uma vez que esta é
evitavel e tratdvel. Todavia, apesar das iniciativas internacionais para 0 combate e a erradicacdo
dessa doenca, existe novamente uma tendéncia de aumento dos casos dessa doenca a partir do
ano de 2020. Um agravante para o controle dessa doenca é a possivel subnotificacdo de casos
nos paises acometidos pela malaria em decorréncia da sobrecarga dos sistemas de vigilancia
em saude em decorréncia da pandemia de COVID-19 que iniciou no ano de 2020 (WHO, 2022).
Estima-se que dois tercos das mortes descritas no World Malaria Report de 2021, estdo
relacionadas a pandemia de COVID-19 que causou a interrupcao de servicos de salde, inerentes
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a prevencdo, diagndstico e tratamento da malaria (WHO, 2021). Esses dados representam a
sobrecarga e a fragilidade dos sistemas de satde de diversos paises desafiados pela pandemia
de COVID-19, tendo como consequéncia maiores dificuldades para o enfrentamento de muitas
doencas crénicas e infecciosas, incluindo a malaria. Em decorréncia da pandemia, foram
relatados o aumento da pobreza, a subnutri¢do e a instabilidade social no continente africano,
tendo implicacGes importantes no combate & maléaria (Smith et al., 2020; Monroe et al., 2022).

Mundialmente, no ano de 2019, no periodo pré-pandémico, houve um registro de 233
milhGes de casos de malaria, enquanto no ano de 2022 foi observado um aumento para 249
milhdes de casos (WHO, 2023). Ao compararmos os dados de notificacdo obtidos entre 0s anos
2019 e 2020, observa-se aumento em cerca de 12% em relacdo ao ano de 2019. No ano de 2020,
ocorreram 241 milhdes de casos de malaria e 627.000 mortes em 85 paises. Em 2021, foram
registradas 610.000 mortes por malaria e cerca de 244 milhdes de casos, enquanto em 2022
houve o nimero estimado de 608.000 mortes em um total de 249 milhGes de casos (WHO,
2023).

Nas infeccdes em humanos, o P. falciparum apresenta a maior taxa de mortalidade,
possuindo uma alta incidéncia no continente Africano (WHO, 2023). No ano de 2021,
observou-se que 95% de todos os casos de malaria e 96% das mortes ocorreram na regido
africana, sendo que dois tercos das mortes acometeram criangas com menos de 5 anos de idade
(WHO, 2020; WHO, 2022).

Nas Américas, nos anos de 2015 e 2021 foram observados 482.000 e 520.000
novos casos respectivamente, dos quais, 74% foram ocasionados por P. vivax, e 26% foram
causados por P. falciparum. (WHO 2021)

Muitos desafios ainda séo encontrados globalmente para o combate e a erradicacéo da
malaria como: a vulnerabilidade dos sistemas de vigilancia e de satde, os custeios insuficientes
entre os diferentes paises, as multiplas doencas infecciosas endémicas e as coinfeccdes,
resisténcia aos farmacos antimalaricos e o uso de inseticidas que causam resisténcia dos
mosquitos vetores (Smith et al., 2020; WHO, 2021).

1.5 Maléria no Brasil

No Brasil, a malaria ocorre pela infec¢do dos protozoarios P. falciparum, P. malariae e
P. vivax, e as primeiras descri¢des de casos autdctones dessa infeccdo datam do século XVI,
com o inicio da colonizagdo europeia (Costa, 2009; Brasil, 2022a). As infecgdes por P. vivax

representaram cerca de 90% dos casos de malaria no Brasil, e dos casos notificados no
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continente americano, o territorio brasileiro é responsavel por um terco (Costa, 2009; Brasil,
2022a). Cerca de 99,9% da transmissdo da maléria no Brasil ocorre na regido amazbnica, com
33 municipios concentrando 80,0% do total de casos autdctones de malaria em 2021.

Essas infec¢bes concentram-se nos municipios da Amazénia Legal, que compreendem
os estados do Acre, Amazonas, Amapa, Maranhdo, Mato Grosso, Pard, Ronddnia, Roraima e
Tocantins, entretanto, 0s casos extra-amazonicos vém aumentando nos Ultimos anos (Costa,
2009; Brasil, 2021; Brasil, 2022b).

Entre janeiro de 2020 a junho de 2021 ocorreram 462 novos casos na regido extra-
amazolnica. Nesse periodo, do total de 4.762 municipios da regido extra-amazénica, 33
registraram pelo menos um caso autéctone de maléria e 138 notificaram pelo menos 1caso de
maldria, sendo ele autéctone ou importado (Brasil, 2021).

Considerando o periodo entre os anos de 2015 e 2021, o estado da Bahia foi o que
apresentou mais casos notificados de malaria na regido extra-amazonica, com um total de 156
casos (cerca de 28,4% do total). Dados do boletim epidemiol6gico do Ministério da Salude de
2021, mostram que dos 81 casos importados da regido extra-amazonica, Sdo Paulo registrou 19
(23,5%) casos, sendo este o estado que mais recebeu casos importados de outros estados,
seguido da Bahia com 17 casos notificados, enquanto Pernambuco notificou 7 casos de maléaria
(Neto et al., 2022; Brasil 2021, Brasil, 2022b). O aumento na incidéncia fortalece a necessidade
de medidas preventivas para que o diagnostico néo se torne tardio e dificulte o tratamento nessas
regides (Costa, 2009; Brasil, 2021; Brasil, 2022b).

O Programa Nacional de Prevencéo e Controle da Malaria (PNCM) utiliza a Incidéncia
Parasitaria Anual (IPA) de maléria para estimar o risco de adoecer por maldria em cada
municipio. Os municipios do Brasil sdo classificados em: muito baixo risco (IPA for de <1
caso/1.000 habitantes), baixo risco (IPA entre 1 e <10 casos/1.000 habitantes), médio risco (IPA
entre 10 e <50 casos/1.000 habitantes), e alto risco (IPA de >50 casos/1.000 habitantes);
considerando que este indicador considera apenas novos casos, excluindo recaidas e
recrudescéncias (Brasil, 2022b).

Em 2022, na regido amazénica, dos 808 municipios, 159 (19,7%) apresentaram muito
baixo risco para transmissao de maléria, seguidos por 51 municipios com baixo risco (6,3%),
40 (5,0%) com medio risco e outros 26 (3,2%) com alto risco. Os demais 532 (65,8%)

municipios ndo registraram transmissao autoctone de malaria (Figura 2).
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IPA — os municipios brasileiros sao classificados em: muito baixo risco (IPA <1 caso/1.000 habitantes); baixo risco (IPA entre 1 e <10 casos/1.000 habitantes); médio risco
(IPA entre 10 e <50 casos/1.000 habitantes); alto risco (IPA 250 casos/1.000 habitantes).

Fonte: Sivep-Malaria/SVSA/MS, Sinan/SVSA/MS e E-SUS-VS. Excluidas laminas de verificagao de cura. Dados do Sivep-Malaria atualizados em 19/8/2023. Dados do
Sinan atualizados em 12/9/2023. Dados do E-SUS-VS atualizados em 9/8/2023

Figura 2- Estratificacdo dos municipios segundo a Incidéncia Parasitaria Anual (IPA)
— Brasil, 2022 (Brasil, 2024)

No ano de 2022 foram registrados 131.224 casos de malaria no Brasil, em comparacao
com 140.488 casos no ano de 2021, com 145.205 casos 0 ano de 2020, e 157.475 casos em
2019. Entre os ultimos anos, observa-se uma reducdo do nimero de casos no pais: 6,6% entre
2022 e 2021; 3,2% entre 2021 e 2020; e 7,8 entre 2020 e 2019 (Figura 03) (Brasil, 2021; Brasil,
2024).
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Figura 3 - Série histdrica de casos de maléria autdctones segundo a espécie parasitaria
— Brasil, 2003-2022 (Brasil, 2024).

Dos casos de malaria notificados em 2022, os casos autdctones (transmissao dentro do
pais) representaram 98,3% dos casos, e 0s casos importados representaram apenas 1,7% (2.256
casos) das notificacdes, sendo importados principalmente do Peru, Guiana, Venezuela e Bolivia.
Dos casos autoctones nesse ano, 84,2% (108.594) foram causados por P. vivax, 13,9% (17.981
casos) por P. falciparum, 1,8% (2.344 casos) por infeccGes mistas e <0,1% (38 casos) de P.
malariae (Brasil, 2024).

Apesar da queda no nimero de casos, houve um aumento de 18,1% nas internagdes por
malaria no ano de 2022 (2.114) em relacdo ao ano de 2021 (1.790). O aumento nos Gltimos
anos tem ocorrido tanto na regido amazoénica quanto na regido extra-amazonica segundo o

boletim epidemiolégico mais recente do Ministério da Saude (Figura 4) (Brasil 2024).
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Figura 4 - Série de internagbes por maléria de acordo com a regido — Brasil, 2003 a
2022 (Brasil, 2024).

Apols uma série de reducdes nos Obitos por maléria, observa-se uma tendéncia de

crescimento nesses Obitos a partir de 2020 (Figura 5).
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Fonte: Sistema de Informagdes sobre Mortalidade (SIM/SUS) do Ministério da Salude. Dados atualizados em 30/8/2023. *Dados sujeitos a alteragoes.

Figura 5 - Obitos por malaria nas regides amazonica e extra-amazonica — 2007 a 2022 (Brasil
2024).

Em 2020 foram registrados 51 6bitos por malaria, 0 que representou um aumento de
37,8% em relacdo a 2019. Os anos de 2021 e 2022 registraram 61 e 62 Obitos respectivamente,
representando aumentos de 19,6% e 1,6% comparados aos anos anteriores. O aumento no
naumero de Obitos na regido amazonica foi de 36,6% em 2021 em compara¢do ao ano de 2020
e de 180% na regido extra-amazonica no ano de 2022 em comparagdo ao ano de 2021 (Brasil,
2024).

A ocorréncia de obitos pela doenca, no Brasil, esta fortemente associada ao atraso no
diagndstico e no tratamento da doenca. Na regido extra-amazoénica, 0 que se observa é a demora
na suspeicao por maléria, devido a baixa prevaléncia da doenca nessa regido. Essas condi¢fes
foram agravadas a partir da pandemia de COV1-19 que sobrecarregou o sistema de vigilancia e
salde do pais, e dificultou o atendimento médico no sistema publico de saude. O aumento de

Obitos observado a partir de 2020 é reflexo direto desses fatores (Brasil, 2021; Brasil, 2024).
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1.6 Resposta imune a Plasmodium sp.

A malaria causada por P. vivax, por um longo periodo, foi relacionada com casos leves
guanto a sua gravidade em comparacdo com a malaria causada por P. falciparum, porém no
Sudeste Asiatico e na América do Sul, a doenca emergiu de tal maneira, que se tornou
potencialmente grave e negligenciada, sendo responsavel por indices elevados de adoecimento
e mortalidade nessas regibes (Recht et al.,, 2017). A malaria causada por P. vivax, €
caracterizada por sintomas iniciais brandos que aparecem apds o inicio da picada do mosquito
em um periodo entre 07 e 10 dias. Esse Plasmodium pode apresentar formas hipnozoitas, que
ficam latentes e podem reincidir se ndo forem tratados da maneira adequada, uma vez que anos
apos a infeccdo inicial pode emergir do figado. (Phillips et al., 2017).

O P. vivax, de maneira predominante, invade os reticuldcitos que sdo menos abundantes
comparados aos eritrdcitos. O P. falciparum apresenta a capacidade de replicar e invadir tanto
os reticuldcitos quanto os eritrécitos (Phillips et al., 2017). Contudo, nos processos envolvidos
na resposta imune da malaria, o que comumente ocorre é o sistema imune liberando citocinas
pré-inflamatorias em resposta a acdo do parasita, durante a infeccdo na fase sanguinea do
hospedeiro. A presenca dessas citocinas € essencial para conter o parasita em sua proliferacéo
e posteriormente sua eliminagdo. A regulacdo entre citocinas pro e anti-inflamatérias mantém
o sistema imune em equilibrio (Ramirez et al., 2023).

As citocinas sdo proteinas imunomoduladoras produzidas por diferentes células do
sistema imune e desempenham diversas func6es bioldgicas. Uma complexa rede de interacdes
entre as citocinas e as células de defesa do organismo representa o cerne de uma resposta
imunolégica efetiva contra as infec¢des. Variantes alélicas nos genes relacionados com a
regulacdo, expressdo e funcdo das citocinas tém sido objeto de estudos relacionados a
suscetibilidade de diversas doencas infecciosas (Kariuki e Williams, 2020).

A liberagéo de citocinas pro-inflamatorias, no inicio da doencga € imprescindivel para
que o parasita seja eliminado. Entretanto uma resposta inflamatdria descontrolada e exacerbada,
entre outros fatores, pode desencadear as formas mais graves da malaria (Ramirez et al., 2022).
Todavia, os niveis de produgdo de citocinas circulantes pré e anti-inflamatorias em individuos
assintomaticos infectados por P. vivax ndo aumentam significativamente, ndo sendo observado
a presenca de uma tempestade de citocinas, que pode ser observada em casos severos dessa
infeccdo (Antonelli et al., 2020).

No plasma ou soro de pacientes sintomaticos infectados por P. vivax, diferentes estudos

citam a presenca de niveis elevados de citocinas pro inflamatoria, como a interleucina (IL)-8,
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IL-1B, IL-6 e o fator de necrose tumoral (TNFa), assim como o ligante indutor de proliferagédo
(APRIL). Todavia, a citocina anti-inflamatéria IL-10 também & expressa em niveis
extremamente altos (Antonelli et al., 2020). Portanto, tanto a patologia da infeccdo quanto o
seu progresso, sdo influenciados pelo tempo e a intensidade entre as respostas pro e anti-
inflamatorias, que sdo mediadas por citocinas e a autorregulacao do sistema imune (Ramirez et.
al, 2023).

O controle da parasitemia e das manifestacdes clinicas da doenca podem ser
influenciadas por alteragfes na producdo dessas citocinas. Os receptores do tipo Toll (TLRs:
toll-like receptors) séo proteinas transmembranas presentes em celulas epiteliais, endoteliais,
natural Killers, mondcitos, macréfagos, neutréfilos e dendriticas, com o a capacidade de
reconhecer proteinas exdgenas ao organismo e ativar a cascata de sinalizacdo do sistema imune
inato. Ou seja, esses receptores celulares sdo responsaveis pelo reconhecimento de padrdes
moleculares associados aos patdgenos, podendo detectar ligantes de Plasmodium e ativar as
células apresentadoras de antigenos, auxiliando a inducdo da expressdo de citocinas pro-
inflamatdrias, interferons e quimiocinas (Ramirez et al., 2022; Ramirez et al., 2023) (Figura
6). Estudos demonstram que a expressdo de citocinas sofre impactos importantes através da
influéncia de polimorfismos nos genes dos TLRs na malaria causada por P. vivax. Foram
observadas variacdes nos niveis de citocinas, alteracdo na suscetibilidade e nas manifestaces
clinicas leves e graves dessas infeccGes (Costa et al., 2017; Penha, 2019; Ramirez et al., 2023).
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Figura 6 — Resposta imune inata a infec¢do do estagio sanguineo do Plasmodium ssp. (Dunst,
et al., 2017). Os macréfagos, bem como as células dendriticas (DC), removem os eritrocitos
infectados da circulacdo por fagocitose. Nos macrofagos, a absorcao de eritrdcitos infectados

pode levar a secrecdo de diferentes citocinas como IL-12, (TNF) e IL-6. A IL-12 derivada de
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DC pode ativar celulas natural Killer (NK), que por sua vez segregam interferon y (IFN-y)

ativando novos macrdfagos.

1.7 Receptores do tipo Toll (TLRs: toll-like receptors) e a resposta imune a malaria

Os TLRs induzem a producdo de citocinas pro-inflamatorias pela ativacdo do fator de
transcricdo NF-xB, realizando a ponte entre a imunidade inata e adaptativa. O estudo de
receptores celulares como os receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs), os TLRs, 0s
receptores do tipo Nod (NLRs), os receptores do tipo RIG-I (RLRS) e os receptores scavenger
vem contribuindo para a compreensao da interacdo entre patdégeno e hospedeiro de algumas
doencas infecciosas (Costa et al., 2017). Variantes genéticas podem impactar a expressao desses
receptores e/ ou a sua capacidade de ligacdo alterando a sua funcéo e a regulacéo da resposta a
diferentes patogenos.

Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) de alguns TLRs e da proteina adaptadora
que contém o dominio do receptor Toll-interleucina-1 (TIRAP), estdo sendo relacionados a
suscetibilidade e gravidade da malaria (Costa et al., 2017).

A proteina adaptadora que contém o dominio do receptor Toll-interleucina-1 (TIRAP)
representa uma molécula de sinalizacdo intracelular fundamental que regula diversas respostas
imunes. A sua capacidade de funcionar como molécula adaptadora tem sido amplamente
investigada em relacdo a sinalizacdo imune inata mediada por receptores do tipo Toll (TLR).
Estudos iniciais concentraram-se principalmente no TIRAP como proteina adaptadora que
associa o fator de diferenciacdo mieloide 88 (MyD88) aos TLR, para ativar a sinalizacdo dos
TLRs dependente de MyD88. Estudos subsequentes delinearam o papel do TIRAP como
transdutor de eventos de sinalizacdo através da sua interacdo com mediadores de sinalizacdo
ndo-TLR. De fato, a capacidade do TIRAP para interagir com uma série de mediadores de
sinalizacdo intracelular sugere o seu papel central em vérias respostas imunes (Rajpoot et al.,
2021).

Os TLRs 1, 2, 4, 5 e 6. reconhecem diferentes Padrdes moleculares associados a
patdgenos - PAMPs no ambiente extracelular, pois sdo expressos na membrana plasmatica das
células. Os TLRs 4 e 2 reconhecem lipopolissacarideos (LPS) bacteriano e o acido lipoteicoico,
induzindo a resposta imune inata contra bactérias (Abbas; Lichtman; Pillai, 2019). Os TLRs 3,
7, 8 e 9 detectam &cidos nucleicos microbianos diferentes, por se expressarem principalmente
dentro das células, no reticulo endoplasmatico e nas membranas endossdmicas. O RNA de fita

simples, se liga ao TLR7 e TLR8, enquanto os RNA de fita dupla se ligam ao TLR3, e 0 TLR9
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se ligam aos motivos CpG ndo metilados no DNA. A localizag&o desses TLRs nos endossomos
tende a refletir a origem microbiana desses RNAs, uma vez que 0s RNAs de fita simples e de
fita dupla ndo sdo exclusivos de microrganismos (Abbas; Lichtman; Pillai, 2019).

Dentro da célula, ativagdo do NF«B, ocorre através do engajamento dos TLRs de
superficie celular ao adaptador MyD88 e o adaptador chamado TRIF (do inglés, TIR domain-
containing adaptor inducing IFN-B) que leva a ativacdo de IRF3, o qual utiliza a sinalizacdo de
TLRs. Todos os TLRs sinalizam através de MyD88 exceto o TLR3, induzindo uma resposta
inflamatdria por serem capazes de ativar NFkB. A producao de interferons do tipo I, ocorre
através do TLR3 que sinaliza através de TRIF e, assim, ativa IRF3. O TLR4 é capaz de induzir
ambos os tipos de respostas inflamatorias por sinalizar através de ambos, MyD88 e TRIF. A
via MyD88-dependente e TRIF-independente sdo sinalizadas através dos TLRs endossémicos
7 e 9, altamente expressos em células dendriticas plasmacitdides, que ativam IRFs e NFkB. Os
TLRs 7, 9 e 4 também induzem as respostas inflamatérias contra os virus. Os glicolipideos de
diferentes protozoarios, como o Plasmodium, podem ativar a resposta imune por meio de TLRs,
como o TLR2 e TLR4. (Figura 6) (Abbas; Lichtman; Pillai, 2019; Rajpoot et al., 2021).
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Figura 7 — Modulagdo da resposta imune a partir da ativacdo da cascata de sinalizacdo dos
receptores do tipo Toll (TLRs) em resposta as infeccGes por parasitas da maléria (He et al.,
2020). Os padrdes moleculares associados aos agentes patogénicos (PAMPSs) dos parasitas,
como 0 DNA e 0 RNA, séo reconhecidos por receptores do tipo Toll (TLRs) ha membrana dos
endossomas, incluindo TLR7, TLR9 e possivelmente TLRS, e ativam a cascata de sinalizagédo
MY D88-TRAF6-IRF7para estimular a producéo de IFN-Is.

1.7.1 Polimorfismos dos receptores do tipo Toll e malaria

Estudos demonstram que o polimorfismo rs817737 do gene TIRAP, desempenha um
papel importante na suscetibilidade da malaria (Rani et al., 2017, Rani et al., 2023). Individuos
homozigotos CC apresentaram um risco diminuido para a infec¢do por P. vivax (OR = 0,426;
95% CI = 0,2:0,6) e os heterozigotos demonstraram um risco aumentado para essas infec¢oes
(OR =3,616, 95% CI = 2,219:5,894) em uma populacao do Paquistdo (Rani et al., 2017). Esse
polimorfismo também esta associado a modulacdo dos niveis de TNF-a, INF-g e IL-10 na
maléria leve e severa causada por P. vivax e P. falciparum na mesma populagdo (Rani et al.,
2023). Entretanto, em estudos realizados nas popula¢fes do Burundi e da populagdo Amazonica,
o polimorfismo rs8177374 no gene TIRAP néo foi associado com a suscetibilidade ou gravidade
da maléria causada pelos P. falciparum e P. vivax (Esposito et al., 2012).

Estudos também demonstraram que polimorfismos nos genes dos TLRs estdo associados
aos niveis de citocinas, suscetibilidade, severidade e parasitemia da maléria em diferentes
populacdes. Em uma populacio do sudeste da Asia (Mianmar e Tailandia), foi observado que
os portadores do alelo T do polimorfismo rs5743551 do gene TLR1 apresentaram niveis mais
elevados de parasitemia quando infectados por P. falciparum (Hahn et al., 2016). Entretanto,
esse polimorfismo ndo foi associado a infeccdo por P. Vivax em uma populacdo amazénica
(Costa et al., 2017).

Em uma populacdo de Gana, foi demonstrado que hapl6tipos do TLR4 estéo associados
a modulagdo dos niveis de IL-10 em pacientes com malaria, entretanto esses haplétipos ndo
foram associados a mortalidade por malaria (May et al., 2010). Em um coorte realizado em
Mocambique 0s SNPs rs4986790 e rs5030719 do TLR4 foram associados a incidéncia de casos
clinicos primarios de malaria (Ariff et al., 2023). Outro estudo demonstrou que o polimorfismo
rs4986790 do TLR4 esta associado a susceptibilidade a malaria causada por P. vivax em uma
populacdo do Paquistdo. Os homozigotos AA apresentaram um menor risco para a infeccao
(OR =0,5, 95%; CI = 0,285:0,876) (Rani et al., 2018). Entretanto, polimorfismos nesse gene
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ndo foram associados a suscetibilidade a mal&ria em uma populagéo brasileira do Amazonas
(Soares et al., 2008). Um estudo recente demonstrou que o polimorfismo A299G do gene TLR4
estad associado aos niveis de parasitemia em uma populacdo amazonica da fronteira entre Brasil
e Guiana Francesa (Ramirez et al., 2023).

Em um estudo realizado na populagédo amazoénica do Brasil, com uma amostra de 137
pacientes infectados por P. vivax, foi observado que os individuos com os genétipos AG (TLR4
A299G), CC (TLR6 S249P) e TT (TLR9 -1486CT) produzem, em media, niveis menores de
IL-6, IFN-y, IL-10, IL-2 e IL-4 comparados aos portadores dos outros genotipos (Costa et al.,
(2018). Na mesma populacéo, os gendétipos CT do TLR5 (R392StopCodon) e TT do TLR9 (-
1486CT) foram associados a suscetibilidade das infecgdes por P. vivax e o genétipo CC do
TLR9 (-1237C/T) com os niveis aumentados de parasitemia nessas infec¢oes (Costa et al., 2017).
Em outra populacao brasileira, vivendo em uma regido de mata atlantica do estado de S&o Paulo,
foi observado que polimorfismos do gene TLR9 foram associados a suscetibilidade da malaria
por P. vivax (Guimaraes et al., 2018).

Estudos de meta-analise reforcaram que polimorfismos dos genes TLR2, TLR6 e TLR9
estdo associados a severidade da malaria e polimorfismos dos genes TLR1, TLR9 e TLR4 estdo
associados a parasitemia da malaria, considerando diferentes populacGes, e espécies de
Plasmodium (Dhangadamajhi et al., 2017; Ramirez, 2022; Naing, Wong, Aung, 2021).
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2. JUSTIFICATIVA

Até o momento, os estudos de suscetibilidade a malaria realizados demonstram
resultados divergentes dependendo da regido geografica e da espécie endémica do parasita,
refletindo a possivel influéncia tanto da composicao genética nas diferentes populacbes quanto
das diferentes caracteristicas das infecgdes. Estudos realizados em grupos étnicos distintos que
compartilham o mesmo ambiente no continente africano, demonstram que as frequéncias
alélicas de genes do sistema imune sdo influenciadas pela estruturacdo dessa populacéo,
portanto a importancia desses alelos na suscetibilidade a malaria pode ser distinta nos diferentes
grupos étnicos (Eid et al., 2011; Israelsson et al., 2011).

A populacdo brasileira foi formada a partir de trés grupos ancestrais principais, 0s
amerindios, os europeus e os africanos, e, atualmente, apresenta diferentes graus de
miscigenacao nas populacfes que habitam diferentes regides do pais, decorrente da histdria de
ocupacdo destas regides (Pena et al., 2009; Santos et al., 2010; Pena et al., 2011). Portanto, os
estudos realizados na populacdo amazonica tém demonstrado alguns resultados divergentes
sobre a importancia das variantes genéticas nos genes dos TLRs e do TIRAP em comparacgéo a
outras popula¢cdes mundiais. Polimorfismos nos genes nos genes TLR1, TLR4, TLR7, TLRS,
TLR9 e TIRAP podem modular a intensidade da resposta imune inflamatoria e influenciar as
manifestagdes clinicas da maléria. O Brasil compreende a maioria dos casos de maléria causada
por P. vivax do continente americano, portanto estudar variantes genéticas dos TLRs nessa
populacdo, considerando a estruturacdo populacional nas analises, pode auxiliar na
compreensdo da patofisiologia dessa doenca e na busca de estratégias de diagnostico e

prevencdo dessa doenca.

3. PROBLEMA

Os polimorfismos rs4833095, rs1927911, rs179008, rs3764880, rs352140, rs8177374
nos genes TLR1, TLR4, TLR7, TLR8, TLR9 e TIRAP do sistema imune estdo associadas as
manifestacdes clinicas da malaria causada por P. vivax em uma populacéo da regido amazonica
do Brasil?
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4. HIPOTESE

Os receptores do tipo Toll (TLRs: toll-like receptors) sdo proteinas transmembranas
responsaveis pelo reconhecimento de proteinas exdgenas ao organismo e ativacao de cascatas
de sinalizacdo do sistema imune inato. Os polimorfismos nos genes dos receptores TLRs podem
alterar a funcdo dessas proteinas. Essas alteracdes podem influenciar a resposta imune a malaria.
Dessa forma, acredita-se que esses polimorfismos possam estar associados com manifestagoes
clinicas mais severas durante o curso da maléria e possam servir de marcadores moleculares

para o progndstico da doenca.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

Avaliar se os polimorfismos rs4833095, rs1927911, rs179008, rs3764880, rs352140,
rs8177374 nos genes TLR1, TLR4, TLR7, TLR8, TLR9 e TIRAP do sistema imune estio
associadas as manifestacdes clinicas da malaria causada por P. vivax em uma populagdo da

regido amazonica do Brasil.

5.2 Objetivos Especificos

1) Investigar a associacdo dos polimorfismos rs4833095, rs1927911, rs179008, rs3764880,
rs352140, rs8177374 com o nivel de parasitemia dos pacientes sintomaticos diagnosticados
com maléria causada por P. vivax.

2) Verificar a associagdo dos mesmos polimorfismos com os niveis de gametocitemia
nesses pacientes.

3) Identificar se os polimorfismos estdo associados com a gravidade dos sintomas

apresentados pelos pacientes com malaria causada por P. vivax.
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6 MATERIAL E METODOS

6.1 Amostra

O estudo foi constituido por amostras coletadas na regido amazoénica de 148 individuos
infectados por Plasmodium vivax, oriunda do estado do Para (Sortica et al., 2012; Sortica et al.,
2013).

Os critérios para inclusdo no estudo foram individuos nascidos no estado do Para,
diagnosticados com a infec¢do por P. vivax, com malaria sintomatica ndo complicada. Foram
excluidos da amostra pacientes diagnosticados com P. falciparum ou infeccGes mistas,
pacientes com co-infecc@es, ou tratados com farmacos que pudessem explicar ou minimizar 0s
sintomas dos pacientes quando avaliados.

Os pacientes foram diagnosticados pela técnica de microscopia em lamina com
esfregaco de sangue e 0s niveis de parasitemia e gametocitemia foram estimados (Brasil,
20223).

Os pacientes sintomaticos ndo apresentaram complicacbes e foram considerados
pacientes com malaria ndo complicada. Os pacientes foram avaliados por médicos especialistas
e 0s seus sintomas avaliados e registrados em seus prontuérios como escores numéricos de 0
(ausente), 1 (leve), 2 (moderado), 3 (severo) e 4 (muito severo). Os pacientes apresentaram
sintomas como: febre, calafrio, cefaleia, artralgia, lombalgia, astenia, mialgia, tonteira,
zumbidos, surdez, insbnia, nduseas, vomitos, dor abdominal, eructacdo, flatos, diarreia, coluria,
oliguria, andria, palidez, ictericia, prurido, alergia, tosse, dispneia, anorexia, esplenomegalia,
hepatomegalia. Os sintomas mais comuns na maléria ndo complicada sdo febre nauseas,
vomitos, astenia, fadiga e anorexia que pode acontecer varios dias antes dos paroxismos da
doenca e os episodios agudos de calafrio, febre e sudorese, com temperatura igual ou superior
a 40 C° e tendo duragdo variavel de até 12 horas (Brasil, 2022a).

Todos os pacientes receberam o tratamento gratuito recomendado pelo Ministério da
Saude (Brasil, 2022a) de 1500 mg de cloroquina associado a 210 mg de primaquina em sete
dias.

Todos os individuos incluidos no estudo assinaram um formulério de consentimento
informado e permitiram a coleta de sangue para analises moleculares.

Esse projeto foi aprovado pelos comités de ética do Instituto Evandro Chagas
(CEP/IEC-0035) e da Universidade Federal do Para (061/07 CEP-CCS/UFPA).
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6.2 Analises moleculares

As amostras de DNA dos pacientes foram genotipadas por discriminacao alélica através
da técnica de PCR em tempo real para polimorfismos rs4833095, rs1927911, rs179008,
rs3764880, rs352140, rs8177374 relacionados a modulagdo de expressdo nos genes TLR1,
TLR4, TLR7, TLR8, TLR9 e TIRAP anteriormente estudados na resposta imune a infec¢bes em
diferentes populacdes continentais. As genotipagens foram realizadas por conjuntos de
genotipagem TagMan® SNP da Applied Biosystem validados (Tabela 1). Os procedimentos
foram realizados de acordo com as recomendacdes do fabricante.

Os individuos foram genotipados por um conjunto validado de 48 marcadores
moleculares informativos de ancestralidade. A genotipagem desses marcadores bi-alélicos do
tipo insercdo/delecdo (indels) foi realizada por trés reacbes multiplex como descrita
anteriormente (Sortica et al., 2012). Essas informag0es serdo utilizadas para realizar o controle
gendmico de ancestralidade nas andlises estatisticas.

Tabela 1. Descricao dos polimorfismos estudados

Gene  db SNPid Posicdo (GRCh38) Alelos Ensaio Consequeéncia
TLR1  rs4833095 chr04:38798089 C>T C__44103606_10 sentido trocado
TLR4  rs1927911  chr09:117707776  A>G  C_ 11722141 10 intron

TLRY rs179008 chrXx:12885540 A>T  C__ 2259574 10 sentido trocado
TLR8  rs3764880 chrX:12906707 A>G  C__ 2183830_10  5Prime UTR
TLR9 rs352140 chr03:52222681 C>T C__ 2301954_20 sindnima
TIRAP  rs8177374  chrl1:126292948 C>T  C__25983622_10 sentido trocado

6.3 Analises Estatisticas:

As frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos investigados foram estimadas
por contagem direta, e o desvio dessas frequéncias do equilibrio de Hard-Weinberg foi
investigado pelo teste do Qui-quadrado. Uma anélise de componentes principais foi realizada
para agrupar os sintomas apresentados pelos pacientes no momento do diagnostico e avaliados
em escores numéricos de 0 a 4 (ausente, leve, moderado, severo e muito Ssevero,
respectivamente). Dessa forma, foi possivel agrupar os sintomas mais representativos da

populacdo estudada em um indice clinico de severidade. Os genotipos dos TLRs foram
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analisados quanto a associa¢do aos niveis de parasitemia, gametocitemia e ao indice clinico
através de Modelos lineares gerais (GLM). Os niveis de Parasitemia e gametocitemia foram
transformados em uma escala logaritimica por ndo possuirem uma distribuicdo normal,
entretanto os valores transformados novamente para escala normal sdo apresentados nos
resultados como médias geométricas. Nos GLMSs, as covariaveis sexo, idade, ancestralidades
genéticas africana e europeia, periodo de exposicdo e passado nosoldgico foram incluidas por
terem associacOes descritas na literatura com a malaria, ou estarem correlacionadas com o0s
niveis de parasitemia ou gametocitemia, diminuindo o viés de confuséo da analise.

O pacote estatistico SPSS 21.0 para Windows® foi utilizado para as anélises estatisticas.
A significancia estatistica foi definida como um valor p bicaudal < 0,05.

7. RESULTADOS

7.1 Caracteristicas do grupo de estudo

As caracteristicas clinicas dos participantes do estudo estdo descritas na Tabela 2. Os
individuos apresentaram idades entre 12 e 88 anos com mediana igual a 32 anos. O sexo
masculino foi predominante no estudo com 66,2%. O grupo estudado apresentou uma
ancestralidade genética média na proporcdo de 22,8% de ancestralidade Africana, 41,0%
ancestralidade europeia, e 32,4% de ancestralidade nativo americana (Tabela 2). Os resultados
estdo de acordo com o observados para outros estudos realizados no Brasil (Pena et al., 20009;
Pena et al, 2011).

Sobre o periodo de exposic¢do dos pacientes nessas regides endémicas de malaria, nota-
se uma variabilidade, em que 53,4 % da populagdo permaneceu no local de 1 a 25 dias, 20,3%
permaneceram no local por mais de 25 dias e 22,3% eram os residentes do local de infeccédo
(Tabela 2).

Foi observado que 67,6% dos individuos foram acometidos por malaria pela primeira
vez, 11,5% estavam infectados pela segunda vez e 20,3% dos pacientes ja tinham sido
infectados por mais de duas vezes. Individuos apresentaram infec¢Ges com niveis parasitemia
que variaram de 50 parasitas/ul a 75.000 parasitas/ul no momento do diagndstico e mediana
igual a 5.500 parasitas/ul. As formas sexuais do P. vivax foram observadas em apenas 70
individuos no momento do diagndstico com uma variacdo de 15 gametocitos/ul a 4500

gametdcitos/ul com mediana igual a 100 (Tabela 2).
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Os principais sintomas apresentados pelos pacientes foram: febre (83,5%), dor de
cabeca (83,3%) e calafrios (80,5%) (tabela 2). Nenhum participante precisou internagéo durante

o tratamento, ou evolui para malaria complicada ou severa.

Tabela 2. Caracteristicas clinicas dos individuos infectados por P. vivax

Caracteristicas N
N 148 (100)
Sexo
Feminino 50 (33,8)
Masculino 98 (66,2)
Idade 32 (12:88)
Ancestralidade
Amerindio 0,320 (0,109:0,695)
Europeu 0,411 (0,199:0,708)
Africano 0,220 (0,094:0,516)
Parasitemia 5.500 (50:75.000)
Gametocitemia 100 (15:4.500)
Dias local infeccéo
la25 79 (53,4)
26 ou mais 30 (20,3)
Residentes 33 (22,3)
Sem informagao 6 (4,1)
Passado Nosoldgico
Primeira infeccéo 100 (67,6)
Duas infeccdes 17 (11,5)
Trés Infecgdes 30 (20,3)
Sem informacéo 1(0,7)
Sintomas frequentes*
Febre 123 (83.5)
Cefaleia 122 (83.3)
Calafrio 118 (80.5)
Mialgia 92 (62.8)
Artralgia 100 (68.0)
Lombalgia 109 (74.0)
Dor abdominal 91 (62.0)
Astenia 121 (82.9)
Tonteira 93 (63.0)
Dispneia 45 (30.5)
Tosse 65 (44.0)
Nauseas 76 (51.5)
Vomito 43 (29.0)
Anorexia 27 (18.1)

A idade, os niveis de paracitemia, os niveis de gametocitemia e as ancestralidades genéticas séo
apresentadas como mediana (minimo:méximo). O sexo, dias no local da infeccdo e passado
nosologico séo apresentados como contagem direta (frequéncia relativa em %). *Os individuos
podem apresentar mais do que um sintoma descrito.
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As frequéncias alélicas e genotipicas dos 148 individuos que compreendem o presente
estudo estdo descritas nas Tabelas 3 e 4 e todos os polimorfismos estdo em equilibrio de Hardy-

Weinberg.

Tabela 3. Frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos localizados nos cromossomos
autossomos

Gene  db SNP id Alelos Genotipos

TLR1  rs4833095 C T CcC CT TT
147 (0,50) 147 (0,50) 38(25,9) 71(48,3) 38(25,9)

TLR4  rs1927911 A G AA AG GG
127 (0,43) 169 (057) 32(21,6) 64(432) 52(35,1)

TLR9 rs352140 C T CC CT TT
154 (0,52) 142(0,48) 45(30,8) 62 (42,5) 39(26,7)

TIRAP  rs8177374 C T CC CT TT

263(0,89) 33(0,11) 118(80,3) 26 (17,7) 3(2,0)
Dados apresentados como frequéncia absoluta (frequéncia relativa em %).

As frequéncias genotipicas dos polimorfismos rs3764880 e rs352140 dos genes TLR7 e
TLR8, que se localizam no cromossomo X, sdo apresentados separados por sexo (Tabela 4).
N&o houve diferenca estatistica nas frequéncias alélicas desses polimorfismos entre 0s sexos.
Da mesma forma, ndo houve diferenca estatistica entre as frequéncias genotipicas dos
polimorfismos nos genes TLR1, TLR4, TLR9 e TIRAP entre 0s sexos.

Tabela 4. Frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos localizados no cromossomo X

Gene db SNPid Alelos Genotipos
Feminino Masculino
TLR7 rs179008 A T AA AT TT A T
238 56 36 13 1 76 21
(0,81) (0,19) (72,0)  (26,0) (2,0) (78,4)  (21,6)
TLR8 rs3764880 A G AA AG GG A G
161 131 19 21 9 51 46

(0,55) (0,45) (38,8) (429 (184 (52,6) (474
Dados apresentados como frequéncia absoluta (frequéncia relativa em %)

7.2 Associagdo de variantes de TLR com a parasitemia

Uma analise utilizando os Modelos lineares gerais (GLM) foi realizada para verificar se
existe associagdo entre as variantes genéticas e os niveis observados de parasitemia dos
pacientes no momento do diagnostico. Os modelos foram ajustados por sexo, idade,

ancestralidades genéticas africana e europeia periodo de exposicao e passado nosolégico.
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Os homozigotos para o alelo T do polimorfismo rs352140 do gene TLR9 apresentaram
um nivel médio de parasitemia em comparagdo com os portadores do alelo C (TC+CC) 7.762,47
parasitos/uL contra 4.207,27 parasitos/uL (p = 0,034), respectivamente (Tabela 5). Os demais
polimorfismos ndo apresentaram associacao estatisticamente significativa com os niveis de

parasitemia na analise.

Tabela 5. Niveis de parasitemia de acordo com os genétipos dos TLRs e TIRAP

Polimorfismo  Genotipos N Parasitemia média Valor p
TLR1 CC 35 6266,14 (3564,51:11040,79)
CT 66 434510 (2798,98:6760,83) 0,704
1T 38 5223,96  (2999,16:9078,21)
CC 35 6266,14 (3564,51:11015,39) 0,307
CT+TT 104  4634,47  (3140,51:6823,39)
TLR4 AA 29 553350 (3019,95:10115,79)
AG 61 432514  (2691,53:6934,26) 0,645
GG 49  5482,77  (3349,65:8974,29)
GG 49 553350  (3388,44:9057,33) 0,546
AA+AG 90  4709,77  (3118,89:7095,78)
TLR9 CC 43  4560,37  (2703,96:7709,03)
CT 57 3971,92  (2506,11:6309,57) 0,095
TT 38 7762,47 (4528,98:13335,21)
TT 38 7762,47 (4528,98:13304,54) 0,034
CC+TC 100 4207,27  (2851,02:6208,69)
TIRAP CC 111  4920,40  (3296,10:7345,14)
CT 12 5662,39 (2958,01:10814,34) 0,175
TT 22  3427,68  (623,73:18793,17)
CC 111 4897,79  (3280,95:7311,39) 0,057
CT+TT 28  5296,63  (2904,02:9660,51)
TLR7 AA 105 4487,45  (3047,89:6591,74) 0,140
AT+TT 34 698232 (3944,57:12359,47)
TLR8 AA 68 438531  (2747,89:6998,42) 0,483

AG+GG 70 5260,17  (3419,79:8072,35)
Modelos lineares gerais utilizando sexo, idade, ancestralidades genéticas africana e
europeia, periodo de exposi¢do e passado nosoldgico como covariaveis. Niveis de
parasitemia sdo apresentados como media geometrica (IC 95%).

7.3 Associagéo de variantes de TLR com a gametocitemia

A associagdo entre os niveis de gametocitemia dos pacientes e as variantes genéticas
dos TLRs e TIRAP foi testada através da analise de Modelos lineares gerais (GLM) controlados
por sexo, idade, ancestralidades genéticas africana e europeia, periodo de exposicao e passado
nosologico (Tabela 6). N&o foi observada a associagdo dos polimorfismos estudados com os
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niveis de gametocitemia dos individuos com maléria causada por P. vivax controlando para

todas as outras variaveis do modelo (Tabela 6).

Tabela 6. Associacdo entre 0s niveis de gametocitemia dos pacientes e as variantes genéticas

dos TLRs e TIRAP

Polimorfismo  Genotipos N Gametocitemia média Valor p

TLR1 CC 22 155,71  (86,92:278,66)
CT 32 169,86  (97,13:297,08) 0,794
TT 15 203,16  (96,35:428,38)
CC 22 154,78  (86,75:275,89) 0,635
CT+TT 47 178,39  (106,27:299,47)

TLR4 AA 9 144,03 (57,28:362,13)
AG 30 184,01 (105,85:319,90) 0,817
GG 30 156,96  (89,75:274,51)
GG 30 159,33  (91,74:277,00) 0,725
AA+AG 39 176,09 (104,17:297,67)

TLR9 CC 21 28259 (148,41:538,61)
CT 25 149,90 (82,02:273,69) 0,092
1T 22 136,87  (77,71:241,05)
TT 22 136,18  (76,48:242,74) 0,232
CC+TC 46 198,54 (116,75:337,65)

TIRAP cC 52 170,72 (103,34:282,31) 0,891
CT 17 162,23  (80,48:327,01)

TLR7 AA 52 169,52 (104,48:275,34) 0,926
AT+TT 17 164,51  (84,35:321,18)

TLRS8 AA 36 148,56  (85,03:259,82) 0,982
AG+GG 32 149,61  (90,92:245,92)

Modelos lineares gerais utilizando sexo, idade, ancestralidades genéticas
africana e europeia, periodo de exposicdo e passado nosoldgico como
covariaveis. Niveis de gametocitemia sdo apresentados como média

geométrica (IC 95%).

7.4 Associacao de variantes de TLR com indice clinico de severidade.

Uma analise de componentes principais foi realizada para agrupar os sintomas

apresentados pelos pacientes no momento do diagnéstico e avaliados em escores numéricos de

0 a 4 (ausente, leve, moderado, severo e muito severo, respectivamente). Nessa analise, 0

primeiro componente explica 39,3% da variabilidade dos sintomas dos pacientes. O primeiro

componente obtido identificou os maiores pesos para os sintomas de febre, cefaleia, calafrio,

mialgia, artralgia, lombalgia, dor abdominal, astenia, tonteira, nauseas e anorexia apresentados

pelos individuos.
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Sendo assim este primeiro componente foi utilizado como indice clinico no modelo
linear geral de andlise de covariancia para investigar a associagdo dos genotipos com a
severidade da maléria sintomatica ndo complicada causada por P. vivax. A Idade, o sexo, 0
periodo de exposicdo, 0 passado nosologico, as ancestralidades genéticas europeia e africana e
a parasitemia foram incluidos como covariaveis no modelo linear geral (Tabela 7).

Os homozigotos GG para 0 SNP rs1927911 no gene TLR4 apresentaram maior indice
clinico em relacdo aos portadores do alelo A (p = 0,030), controlando para todas as outras
variaveis do modelo (Tabela 7). Os polimorfismos nos genes TLR1, TLR9, TLR7, TLR8 e TIRAP
ndo foram associados ao indice clinico apresentado pelos individuos infectados por P. vivax
(Tabela 7).

Tabela 7. indice clinico de acordo com os gendtipos dos genes TLRs e TIRAP

Polimorfismo  Gendtipos N indice Clinico Valor p
TLR1 CcC 34 -0,193 (-0,550:0,164)
CT 66 0,044  (-0,228:0,316) 0,312
1T 36 -0,198 (-0,550:0,154)
CcC 34  -0,190 (-0548:0,168) 0,404
CT+TT 102 -0,034 (-0,279:0,211)
TLR4 AA 28 -0,042 (-0,414:0,329)
AG 61 -0,297 (-0,583:-0,011) 0,030
GG 47 0,175  (-0,133:0,483)
GG 47 0,184  (-0,124:0,492) 0,018
AA+AG 89 -0,211 (-0,462:0,039)
TLR9 CcC 41  -0,119  (-0,458:0,220)
CT 57 -0,099 (-0,390:0,192) 0,771
TT 37 0,025 (-0,326:0,377)
1T 37 0,026 (-0,324:0,375) 0,475
CC+TC 98 -0,107 (-0,356:0,143)
TIRAP CcC 109  -0,089  (-0,340:0,162)
CT 24 -0,044 (-0,455:0,367) 0,946
TT 3 0,060  (-0,990:1,110)
CcC 109 -0,087 (-0,337:0,162) 0,779
CT+TT 27  -0,030 (-0,408:0,349)
TLR7 AA 103 -0,056  (-0,301:0,189) 0,720
AT+TT 33 -0,124  (-0,486:0,238)
TLR8 AA 67 0,004 (-286:0,293) 0,401

AG+GG 69 -0,132  -0,398:0,134)
Modelos lineares gerais utilizando sexo, idade, ancestralidades genéticas
africana e europeia, periodo de exposicdo, passado nosologico e parasitemia
como covariaveis. indice clinico foi apresentado como média geométrica (I1C
95%).
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8. DISCUSSAO

No presente trabalho foi observado que os polimorfismos rs352140 do gene TLR9 e
rs1927911 no gene TLR4 estdo associados com a parasitemia e a apresentacéo clinica da malaria
na populacdo miscigenada do estado do Parg, respectivamente.

Dentre os TLRs humanos, os TLR4 e o TLR9, apresentam diversas associagdes com a
suscetibilidade, apresentacdo clinica e severidade da malaria. Apesar de se apresentarem como
possiveis marcadores moleculares para essa doenca, existem muitos trabalhos com resultados
divergentes entre regides endémicas estudadas (Dhangadamajhi et al., 2017).

O gene do TLR4 ¢é localizado na regido do brago longo 9932—-g33 do cromossomo 9. O
gene possui 4 exdns e apresenta uma alta expressdo em células como linfdcitos, mondcitos,
neutrofilos e esplendcitos. O TLR4 interage com ligantes intra e extracelulares por estar
localizado na superficie de células e de endossomos. Polimorfismos no gene que expressa essa
proteina sdo descritos alterando sua funcdo e modulando a resposta a diferentes infeccdes
(Dhangadamajhi et al., 2017; Rani et al., 2018).

Polimorfismos no gene do TLR4 (rs4986790, rs4986791 e rs5030719) foram associados
com a modulacdo da expressdo da cascata de citocinas na maléria causada por Plasmodium ssp.,
com a susceptibilidade de casos sintométicos maléria causada por P. vivax clinica (May et al.,
2010; Rani et al., 2018; Sirisabhabhorn et al., 2021), e com 0s niveis de parasitemia nessas
infeccBes (Ramirez et al., 2023). Em nosso trabalho, estudamos o polimorfismo rs1927911 do
gene TLR4 que ainda ndo tinha sido estudado na associacdo com a malaria, mas com outras
doencas inflamatorias (Vawda et al., 2014; Xie et al., 2017; Moura et al., 2022). O nosso estudo
foi o primeiro a demonstrar a associa¢do do rs1927911 com os niveis do indice clinico da
malaria. O rs1927911 se encontra no intron 1 do gene TLR4 e esta ao risco de asma,
aterosclerose e diferentes tipos de cancer (Vawda et al., 2014; Xie et al., 2017; Moura et al.,
2022). O efeito desse polimorfismo na expressdo e na fungdo do TLR4 ainda ndo estd
determinada. Estudos funcionais podem ajudar a esclarecer o papel dessa variante na
modulagéo do sistema imune na resposta as doencas infecciosas.

O gene do TLR9 é localizado na regido 3p21.3 do braco curto do cromossomo 3 e possui
dois éxons. O TLR9 interage apenas com ligantes intracelulares em funcgéo a sua localizacédo
nos endossomos (Krishnegowda et al., 2005). Polimorfismos na regido promotora desse gene
estdo associados a alteracfes na expressdo dessa proteina com diferentes consequéncias para a

modulagéo de citocinas e resposta imune (Dhangadamajhi et al., 2017).
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Homozigotos TT da variante rs352140 do gene TLR9 foi associada a um maior nivel de
parasitemia nas infecgdes por P. vivax em nosso estudo. Esses achados estdo de acordo com o
estudo de Omar et al., (2012), que em uma populacdo de Gana, com uma amostra de 429
criancas com idades entre 3 e 11 anos demonstrou a associacdo desse SNP a um risco
aumentado para a malaria sintomética e a maiores niveis de parasitemia nas infec¢des por P.
falciparum.

Outro estudo, realizado em uma populacéo litoranea da colémbia, com amostra de 736
individuos, demonstrou que os homozigotos CC do SNP rs352140 apresentam protecdo contra
as infeccGes de maléria (Mario-Vasquez et al., 2021). Esse resultado vai de acordo com a 0s
resultados dos homozigotos TT serem mais suscetiveis a maléria e apresentarem niveis mais
elevados de parasitemia.

Em nosso estudo ndo foram encontradas associacdes entre os polimorfismos rs4833095,
rs179008, rs3764880, rs8177374 nos genes TLR1, TLR7, TLR8, e TIRAP com os niveis de
parasitemia, gametocitemia ou com o indice clinico da maléria. Esses dados estdo de acordo
com os achados de Costa et al. (2017) que estudou uma amostra de 325 pacientes infectados
com P. vivax e 274 individuos saudaveis populacdo amazénica brasileira. Entretanto, divergem
dos achados em outros estudos realizados nas popula¢@es dos continentes Africano e Asiatico
(Dhangadamajhi et al., 2017; Ramirez, 2022; Naing, Wong, Aung, 2021). Esses resultados em
conjunto indicam que a modulacdo genética da resposta imune a malaria varia nas diferentes
populacdes, e reforca a necessidade da replicacdo dos estudos genéticos nas diversas
populacdes endémicas para essa doenca.

Os resultados do nosso estudo reforgam a importancia de polimorfismos nos genes
TLR4 e TLR9 na modulacgdo do sistema imune de forma a influenciar a apresentacao clinica da
maldria causada por P. vivax. Entretanto temos que ressaltar que os resultados devem considerar
algumas limitacGes do trabalho como: reduzido o nimero amostral, impossibilitando analises
de interacdo gene-gene; devido ao congelamento das amostras de sangue antes da genotipagem,
ndo foi possivel medir outros marcadores biologicos, como o0s niveis de citocinas para
corroborar os achados das analises com 0s gendtipos; amostra é composta apenas por casos de
maldria sintomatica ndo complicada, e os resultados podem ndo representar 0S mesmo
significado em individuos assintomaticos ou com malaria complicada. Apesar dessas limitaces
indicamos que variantes dos genes TLR4 e TLR9 podem ser marcadores moleculares para a
apresentacdo clinica da maléria causada por P. vivax na populacdo amazdnica miscigenada

brasileira.
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Estudos complementares com novas amostras e novas varidveis bioldgicas deverdo ser
realizados para replicar os nossos achados e auxiliar na compreensdo da variacdo da
apresentacdo das infec¢des sintomatica de P. vivax, elucidando a patogénese da doenca, através
da identificacdo de genes envolvidos com a resposta da malaria por Plasmodium vivax,

corroborando assim para a criacdo de ferramentas que permitam o controle e sua eliminacéo.
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9. CONCLUSAO

O presente trabalho demonstrou que o polimorfismo rs352140 do gene TLR9 esta
associado com o0s niveis médios de parasitemia dos individuos infectados por P. vivax na
populacdo miscigenada do estado do Para.

Foi demonstrado, também, que o SNP rs1927911 no gene TLR4 est4 associado com a
apresentacdo clinica da malaria na mesma populacéo.

Os polimorfismos rs4833095, rs1927911, rs179008, rs3764880, rs352140, rs8177374
nos genes TLR1, TLR4, TLR7, TLR8, TLR9 e TIRAP do sistema imune n&o foram associados
aos niveis medios de gametocitemia na populagdo estudada.

Os polimorfismos rs352140 do gene TLR9 e rs1927911 no gene TLR4 podem ser
marcadores moleculares da malaria causada por P. vivax na populacdo amazonica, entretanto

novos estudos sdo necessarios para replicar os achados.
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Abstract

Toll-like receptors (TLRs) induce the production of pro-inflammatory cytokines and regulate
immune response to P. vivax infections. Genetic variants in TLRs are associated with malaria
susceptibility and severity in different populations. The study aimed to evaluate the association
between the TLR1, TLR4, TLR7, TLR8, TLR9, and TIRAP polymorphisms and clinical
manifestations of malaria caused by P. vivax in a population from the Amazon region of the
state of Pard, Brazil. A total of 148 individuals with symptomatic uncomplicated malaria were
genotyped for rs4833095, rs1927911, rs179008, rs3764880, rs352140, and rs8177374
polymorphisms and the association with parasitemia levels, gametocytaemia, and clinical index
were analyzed by generalized linear models. Homozygotes TT of the TLR9 rs352140 variant
had an increased level of parasitemia compared with C allele carriers (p = 0.034). The GG
homozygotes for TLR4 rs1927911 variants have a higher clinical index than A allele carriers (p
= 0.018). Our findings suggest that TLR9 rs352140 and TLR4 rs1927911 variants significantly
modulate the immune response and clinical symptoms of the Brazilian Amazonian population

infected with P. vivax.
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INTRODUCTION

Malaria is an acute febrile infectious disease that is widespread on the continents of America,
Africa, Asia, and Oceania, affecting more than 240 million people (WHO, 2023). This disease
is caused by P. falciparum, P. malariae, and P. vivax infections in Brazil, transmitted to the
human host by the bite of infected female mosquitoes belonging to the Culicidae family of the
genus Anopheles. In Brazil, more than 84% of malaria cases were caused by P. vivax infections
(Brasil, 2024).

The infection by Plasmodium triggers both innate and adaptative immune responses by the host
in a complex immune network of cell receptors and interactions with cytokines, chemokines,
and antibodies (Antonelli et al., 2020; Dobbs et al., 2020). Studies have shown that cytokine
expression is significantly impacted by the influence of polymorphisms in TLR genes in malaria
caused by P. vivax. Associations of TLR polymorphism with cytokine levels, susceptibility,
and clinical manifestations of malaria have been reported (Costa et al., 2017; Costa et al., 2018;
Penha, 2019; Ramirez et al., 2022; Ramirez et al., 2023).

TLRs play a pivotal role in inducing the production of pro-inflammatory cytokines, thereby
activating the NF-«B transcription factor and bridging the gap between innate and adaptive
immunity. Genetic variants can significantly impact the expression of these receptors and their
binding capacity, thereby altering their function and the regulation of the response to different
pathogens. Single nucleotide polymorphisms (SNPs) of TLRs and the adaptor protein
containing the Toll-interleukin-1 receptor domain (TIRAP) have been associated with malaria
susceptibility and severity (Costa et al., 2017). Our study, which analyzes the potential
influence of polymorphisms in the TLR1, TLR4, TLR7, TLR8, TLR9, and TIRAP genes on the
clinical manifestations of malaria caused by P. vivax in the Amazon region of Brazil, holds
promise in contributing to the understanding of the pathophysiology of this disease and in the

development of effective diagnostic and prevention strategies.

MATERIALS AND METHODS

Study population

The study included samples from 148 individuals infected with Plasmodium vivax in the
Amazon region from Para described elsewhere (Sortica et al., 2012). The individuals were born
in Paré state, Brazil and diagnosed with uncomplicated symptomatic malaria. Diagnosis was
done through blood smear microscopy and parasitemia and gametocytemia levels were
estimated. All participants were evaluated by physicians and symptoms were recorded

numerically as 0 (absent), 1 (mild), 2 (moderate), 3 (severe) and 4 (very severe). The most
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common symptoms presented were: fever, chills, headache, arthralgia, low back pain, asthenia,
myalgia, dizziness, tinnitus, deafness, insomnia, nausea, vomiting, abdominal pain, eructation,
flatus, diarrhea, choluria, oliguria, anuria, pallor, jaundice, pruritus, allergy, cough, dyspnea,
anorexia, splenomegaly, hepatomegaly. All patients received the recommended treatment, 1500
mg of chloroquine combined with 210 mg of primaquine over seven days, recommended by the
Ministry of Health (Brazil, 2009).

This project was approved by the ethics committees of the Evandro Chagas Institute (CEP/IEC-
0035) and the Federal University of Para (061/07 CEP-CCS/UFPA) and all the individuals
included in the study signed an informed consent.

Molecular analyses

The patients' DNA samples were genotyped using real-time PCR for rs4833095, rs1927911,
rs179008, rs3764880, rs352140, rs8177374 genetic variations in the TLR1, TLR4, TLR7, TLRS,
TLR9, and TIRAP genes (Table 1). Genotyping was carried out using Applied Biosystem
TagMan® SNP genotyping kits. Additionally, 48 ancestry-informative molecular markers
information were used for genomic ancestry control in statistical analyses (Sortica et al., 2012).
Statistical analyses

The allelic and genotypic frequencies were estimated by direct counting, and the deviation from
the Hard-Weinberg equilibrium was investigated using the Chi-square test. A principal
component analysis was used to group the symptoms presented by the patients into a clinical
severity index. The genotypes of the TLRs were analyzed for association with the levels of
parasitemia, gametocytemia, and the clinical index using General Linear Models (GLM).
Parasitemia and gametocytemia levels were transformed into a logarithmic scale because they
skewed from a normal distribution. However, the values transformed back into a standard scale
are presented in the results as geometric means. In the GLMs, the covariates sex, age, African
and European genetic ancestry, period of exposure, and history of illness were included because
they are associated with malaria or correlated with levels of parasitemia or gametocytemia.
The statistical package SPSS 21.0 for Windows® was used for the statistical analysis. Statistical
significance was defined as a two-tailed p-value < 0.05.

RESULTS

Characteristics of the Study Group

Table 2 describes the clinical characteristics of the study participants. The individuals ranged
in age from 12 to 88, with a median age of 32 and males represents 66.2% of the participants.
The genetic ancestry of the group studied comprised an average proportion of 22.8% African

ancestry, 41.0% European ancestry, and 32.4% Native American ancestry (Table 2). The period
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of exposure of the patients in the infection regions was variable, with 53.4% of the population
remaining in the area for between 1 and 25 days, 20.3% remaining in the area for more than 25
days, and 22.3% being residents of the endemic place of infection (Table 2).

It was observed that 67.6% of the individuals were infected by P. vivax for the first time, 11.5%
were having malaria for the second time, and 20.3% of the patients had already have malaria
more than twice. Individuals presented infections with parasitemia levels ranging from 50
parasites/ul to 75,000 parasites/ul at the time of diagnosis and a median of 5,500 parasites/ul.
The sexual forms of P. vivax were observed in only 70 individuals at diagnosis, with a range of
15 gametocytes/pL to 4500 gametocytes/pL and a median of 100 (Table 2).

Tables 3 and 4 describe the allelic and genotypic frequencies of the 148 individuals included in
this study. All the polymorphisms are in Hardy-Weinberg equilibrium. There was no statistical
difference in the allele frequencies of these polymorphisms between the sexes.

Association of TLR variants with parasitemia and gametocytaemia

An analysis using general linear models (GLM) was carried out to test the association between
genetic variants and the levels of parasitemia in patients. The models were adjusted for sex, age,
African and European genetic ancestry, period of exposure, and history of disease.
Homozygotes for the T allele of the rs352140 polymorphism of the TLR9 gene had high levels
of parasitemia compared to carriers of the C allele (p = 0.034) (Table 5). No other variant
showed statistically significant association with parasitemia levels in this analysis.

The association between the patients' gametocytemia levels and the genetic variants of the TLRs
and TIRAP was tested by GLM controlled for sex, age, African and European genetic ancestry,
period of exposure, and history of the disease. There was no association between the variants
and gametocytaemia levels in individuals with malaria caused by P. vivax, (Table 6).
Association of TLR variants with clinical severity index

A principal component analysis was carried out to group the symptoms presented by the patients
at the time of diagnosis. The symptoms were evaluated in numerical scores from 0 to 4 (absent,
mild, moderate, severe, and very severe, respectively). In the principal component analysis, the
first component explained 39.3% of the variability in patients' symptoms. The first component
obtained identified the highest weights for the symptoms of fever, headache, chills, myalgia,
arthralgia, low back pain, abdominal pain, asthenia, dizziness, nausea, and anorexia.

The first component was used as a clinical index in the GLM to investigate the association of
genotypes with the severity of uncomplicated symptomatic malaria caused by P. vivax. Age,
gender, exposure period, history of disease, European and African genetic ancestry, and

parasitemia enter as covariates in the analysis (Table 7).
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The GG homozygotes for the TLR4 rs1927911 SNP presented a higher clinical index than
carriers of the A allele (p = 0.018). Polymorphisms in the TLR1, TLR9, TLR7, TLRS, and TIRAP

genes were not associated with the clinical index (Table 7).

DISCUSSION

This study found that the TLR9 rs352140 polymorphism and the TLR4 rs1927911
polymorphism are associated with parasitemia and the clinical presentation of malaria in the
admixed population of the state of Para.

TLRs variants show associations with malaria susceptibility, clinical presentation, and severity
across different human populations. Despite being presented as possible molecular markers for
this disease, many studies have divergent results between the endemic regions studied
(Dhangadamajhi et al., 2017; Naing et al., 2021; Ramirez et al., 2022)

The TLR4 gene is located in the 9932-q33 extended arm region of chromosome 9. The gene has
four exons and is highly expressed in lymphocytes, monocytes, neutrophils, and splenocytes.
TLR4 interacts with intra- and extracellular ligands as it is located on the surface of cells and
endosomes. Polymorphisms in the gene that expresses this protein have been described, altering
its function and modulating the response to different infections (Dhangadamajhi et al., 2017;
Rani et al., 2018). Polymorphisms in the TLR4 gene (rs4986790, rs4986791, and rs5030719)
have been associated with modulation of the expression of the cytokine cascade in Plasmodium
ssp. malaria, and with the susceptibility and parasitemia levels of symptomatic cases to clinical
P. vivax malaria (May et al., 2010; Rani et al., 2018; Sirisabhabhorn et al., 2021; Ramirez et al.,
2023). In our study, the TLR4 rs1927911 variant was associated with the levels of the malaria
clinical index. This variant had not previously been associated with clinical symptoms of
malaria. The rs1927911 is found in intron 1 of the TLR4 gene and is associated with the risk of
asthma, atherosclerosis, and different types of cancer (Vawda et al., 2014; Xie et al., 2017;
Moura et al., 2022). The effect of this polymorphism on TLR4 expression and function has yet
to be determined. Functional studies may help clarify this variant's role in modulating the
Immune system's response to infectious diseases.

The TLR9 gene has two exons and is in the 3p21.3 region of the short arm of chromosome 3.
Due to its location in the endosomes, TLR9 only interacts with intracellular ligands
(Krishnegowda et al., 2005). Polymorphisms in the promoter region of this gene are associated
with changes in the expression of this protein, which have different consequences for the
modulation of cytokines and immune response (Dhangadamajhi et al., 2017). In our study,

TLR9 rs352140 TT homozygotes were associated with a higher level of parasitemia in P. vivax
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infections. These findings are in line with those of Omar et al. (2012), that associated this variant
with an increased risk of symptomatic malaria and higher levels of parasitemia in P. falciparum
in a Ghanaian population. Another study carried out in Colombia, showed that TLR9 rs352140
CC homozygotes are protected against malaria infections (Mario-Vasquez et al., 2021). This
result is in line with the findings that TT homozygotes are more susceptible to malaria and have
higher levels of parasitemia.

In our study, no associations were found between the rs4833095, rs179008, rs3764880, and
rs8177374 polymorphisms in the TLR1, TLR7, TLR8, and TIRAP genes with levels of
parasitemia, gametocytaemia or the clinical index of malaria. These data align with the findings
of Costa et al. (2017), who studied the genetic susceptibility of P. vivax in the Brazilian Amazon
population.

The results of our study reinforce the importance of polymorphisms in the TLR4 and TLR9
genes in modulating the immune system response to malaria caused by P. vivax. However, we
must emphasize that the results must take into account some of the limitations of the work, such
as the small sample size, making it impossible to carry out gene-gene interaction analyses; due
to the freezing of the blood samples before genotyping, it was not possible to measure other
biological markers, such as cytokine levels to corroborate the findings of the analyses with the
genotypes; the sample is made up only of cases of uncomplicated symptomatic malaria, and the
results may not represent the same significance in asymptomatic individuals or those with
complicated malaria. Despite these limitations, we indicate that variants of the TLR4 and TLR9
genes could be molecular markers for the clinical presentation of malaria caused by P. vivax in
the admixed Brazilian Amazonian population. Complementary studies with new samples and
new biological variables should be carried out to replicate our findings and help understand the
variation in the presentation of symptomatic P. vivax infections.

Our findings reinforce the importance of investigating genetic variants in the susceptibility and
severity of infectious and neglected diseases in the Brazilian admixed population. This will
advance knowledge of the pathophysiology of these diseases and help develop diagnostic and

prevention strategies.
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Tablel. Description of the polymorphisms
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Gene  db SNPid Position (GRCh38) Alleles Assay Function
TLR1  rs4833095 chr04:38798089 C>T  C__44103606_10 misssense
TLR4  rs1927911  chr09:117707776 A>G C_11722141_10 intron
TLRY rs179008 chrX:12885540 A>T  C__ 2259574 10 misssense
TLR8  rs3764880 chrXx:12906707 A>G C__ 2183830_10 5Prime UTR
TLR9 rs352140 chr03:52222681 C>T  C__ 2301954 20 synonym
TIRAP  rs8177374  chrl11:126292948 C>T  C__25983622_10 misssense




Table 2. Clinical characteristics of individuals infected with P. vivax

Characteristics

N
Sex
Female
Male
Age
Genetic Ancestry
Amerindian
European
African
Parasitemia
Gametocytemia
Days in infection site
la25
26 or more
residents
missing
Infection history
first infection
second infection
third infection

missing

148 (100)

50 (33.8)
98 (66.2)
32 (12:88)

0.320 (0.109:0.695)
0.411 (0.199:0.708)
0.220 (0.094:0.516)
5.500 (50:75.000)
100 (15:4.500)

79 (53.4)

30 (20.3)

33 (22.3)
6(4.1)

100 (67.6)

17 (11.5)

30 (20.3)
1(0.7)

58

Age, paracythemia levels, gametocythemia levels and genetic ancestry are presented as median

(minimum:maximum). Sex, days at the infection site and infection history are presented as a

direct count (relative frequency in %).
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Table 3. Allelic and genotypic frequencies of TLR1, TLR4, TLR9 and TIRAP polymorphisms.

Gene  db SNPid Alleles Genotypes

TLR1  rs4833095 C T CcC CT TT
147 (0.50) 147 (0.50) 38(25.9) 71(48.3) 38(25.9)

TLR4  rs1927911 A G AA AG GG
127 (0.43) 169 (0.57) 32 (21.6) 64 (43.2) 52(35.1)

TLR9 rs352140 C T CcC CT TT
154 (0.52) 142 (0.48) 45(30.8) 62 (42.5) 39 (26.7)

TIRAP  rs8177374 C T CcC CT TT
263(0.89) 33(0.11) 118(80.3) 26(17.7)  3(2.0)

Data presented as absolute frequency (relative frequency in %).



Table 4 - Allelic and genotypic frequencies of TLR7 and TLR polymorphisms
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Gene db SNPid Alleles Genotypes
Female Male
TLR7  rs179008 A T AA AT TT A T
238 56 36 13 1 76 21
(0.81) (0.19) (72.0) (26.00 (2.0) (78.4) (21.6)
TLR8 rs3764880 A G AA AG GG A G
161 131 19 21 9 51 46

(0.55)  (0.45) (38.8) (42.9) (18.4) (52.6) (47.4)

Data presented as absolute frequency (relative frequency in %).



Table 5. Parasitemia levels according to TLR and TIRAP genotypes.

Polymorphism  Genotypes N Mean Parasitemia P value
TLR1 CcC 35 6266.14 (3564.51:11040.79)
CT 66 434510 (2798.98:6760.83) 0.704
TT 38 5223.96  (2999.16:9078.21)
CcC 35 6266.14 (3564.51:11015.39) 0.307
CT+TT 104 4634.47  (3140.51:6823.39)
TLR4 AA 29 553350 (3019.95:10115.79)
AG 61 4325.14  (2691.53:6934.26) 0.645
GG 49  5482.77  (3349.65:8974.29)
GG 49 553350  (3388.44:9057.33) 0.546
AA+AG 90  4709.77  (3118.89:7095.78)
TLR9 CcC 43 4560.37  (2703.96:7709.03)
CT 57 3971.92  (2506.11:6309.57) 0.095
TT 38 7762.47 (4528.98:13335.21)
TT 38 7762.47 (4528.98:13304.54) 0.034
CC+TC 100 4207.27  (2851.02:6208.69)
TIRAP CcC 111 4920.40  (3296.10:7345.14)
CT 12 5662.39 (2958.01:10814.34) 0.175
TT 22 3427.68  (623.73:18793.17)
CC 111 4897.79  (3280.95:7311.39) 0.057
CT+TT 28  5296.63  (2904.02:9660.51)
TLR7 AA 105 4487.45  (3047.89:6591.74) 0.140
AT+TT 34 6982.32 (3944.57:12359.47)
TLR8 AA 68  4385.31  (2747.89:6998.42) 0.483
AG+GG 70  5260.17  (3419.79:8072.35)

General linear models using sex, age, African and European genetic ancestry, period

of exposure and infection history as covariates. Parasitemia levels are presented as

geometric mean (95% CI).
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Table 6. Association between patients' gametocythemia levels and TLR and TIRAP genetic

variants.
Polymorphism  Genotypes N Mean Gametocytemia p value
TLR1 CcC 22 155.71 (86.92:278.66)
CT 32 169.86  (97.13:297.08) 0.794
1T 15 203.16  (96.35:428.38)
CcC 22 15478  (86.75:275.89) 0.635
CT+TT 47 17839  (106.27:299.47)
TLR4 AA 9 14403  (57.28:362.13)
AG 30 184.01 (105.85:319.90) 0.817
GG 30 156.96  (89.75:274.51)
GG 30 159.33  (91.74:277.00) 0.725
AA+AG 39 176.09 (104.17:297.67)
TLR9 CcC 21 28259 (148.41:538.61)
CT 25 14990 (82.02:273.69) 0.092
TT 22 136.87 (77.71:241.05)
TT 22 136.18  (76.48:242.74) 0.232
CC+TC 46 198,54 (116.75:337.65)
TIRAP CcC 52 170.72 (103.34:282.31)  0.891
CT 17 162.23  (80.48:327.01)
TLRY AA 52 169.52 (104.48:275.34) 0.926
AT+TT 17 16451 (84.35:321.18)
TLR8 AA 36 14856  (85.03:259.82) 0.982

AG+GG 32 149.61  (90.92:245.92)

General linear models using sex, age, African and European genetic ancestry, period

of exposure and past medical history as covariates. Gametocythemia levels are
presented as geometric mean (95% CI).



Table 7. Clinical index according to the genotypes of the TLRs and TIRAP genes.

Polymorphism  Genotypes N Clinical Index P value
TLR1 CC 34 -0.193 (-0.550:0.164)
CT 66  0.044  (-0.228:0.316) 0.312
1T 36 -0.198 (-0.550:0.154)
CcC 34  -0.190 (-0548:0.168) 0.404
CT+TT 102 -0.034  (-0.279:0.211)
TLR4 AA 28 -0.042  (-0.414:0.329)
AG 61 -0.297 (-0.583:-0.011) 0.030
GG 47 0175  (-0.133:0.483)
GG 47  0.184  (-0.124:0.492) 0.018
AA+AG 89 -0.211  (-0.462:0.039)
TLR9 CC 41  -0.119  (-0.458:0.220)
CT 57 -0.099 (-0.390:0.192) 0.771
1T 37 0.025 (-0.326:0.377)
1T 37  0.026  (-0.324:0.375) 0.475
CC+TC 98 -0.107 (-0.356:0.143)
TIRAP CC 109  -0.089  (-0.340:0.162)
CT 24  -0.044  (-0.455:0.367) 0.946
TT 3 0.060  (-0.990:1.110)
CcC 109 -0.087 (-0.337:0.162) 0.779
CT+TT 27 -0.030  (-0.408:0.349)
TLR7 AA 103 -0.056  (-0.301:0.189) 0.720
AT+TT 33 -0.124  (-0.486:0.238)
TLR8 AA 67  0.004 (-286:0.293) 0.401
AG+GG 69 -0.132  -0.398:0.134)
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General linear models using sex, age, African and European genetic ancestry, exposure period,

nosological history and parasitemia as covariates. Clinical index was presented as geometric

mean (95% CI).



