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RESUMO

A compreensédo do complexo ciclo de vida da maléria tem aumentado muito nos Gltimos anos mas, apesar de décadas de
pesquisa e luta contra a doenca, esta continua a ser um dos principais problemas de satde publica, especialmente nas
dreas mais pobres do planeta. Devido & sua elevada prevaléncia em certas regides do globo, desde hé cerca de 10 mil
anos, a maldria tem exercido uma pressdo seletiva muito forfe no genoma humano. A componente genética de
suscetibilidade ao parasita é complexa, com uma variedade de polimorfismos a influenciar a patogénese e resposta do
hospedeiro, e um dos desafios na luta contra esta doenga é avaliar estes determinantes de suscetibilidade e decifrar os
mecanismos envolvidos para utilizd-los como novos alvos para férmacos ou vacinas. Entre os polimorfismos genéticos
humanos descritos como protetores contra a maldria, os mais comuns e melhor caracterizados envolvem proteinas
estruturais especificas (tais como as hemoglobinas S e C, as talassémias, o antigénio Duffy e o grupo sanguineo O) e
enzimas eritrocitdrias (como a deficiéncia de glucose-6-fosfato desidrogenase, e, mais recentemente descrita, a
deficiéncia de piruvato cinase). Esta pequena revisdo aborda estas variantes genéticas e discute alguns dos resultados
controversos obtidos, assim como os mecanismos que podem justificar esta protec@o.

Palavras-chave: Maléria; Polimorfismo Genético; Anemia Hemolitica Congénita; Hemoglobinas Anormais; Sistema do
Grupo Sanguineo Duffy; Sistema do Grupo Sanguineo ABO.

INTRODUCAO Plasmodium vivax e Plasmodium knowlesi. As espécies P.
vivax e P. falciparum sdo as mais comuns, sendo esta
Ultima a responsdvel pelas formas graves da doenca —

maldria cerebral ou anemia grave.

Segundo a Organizacdo Mundial da Sadde, a maléria
continua a ser uma das principais causas de morbidade e
mortalidade nos paises tropicais, estimando-se que, s6 no
ano de 2008, tenha causado cerca de 243 milhdes de
casos clinicos que resultaram em aproximadamente 863

Sendo uma doenca de muito elevada prevaléncia ha
milhares de anos, a maldria tem exercido uma presséo

mil mortes'. A maléria é uma doenca infecciosa, causada
por parasitas protozodrios do género Plasmodium e
transmitida aos humanos por picadas de mosquitos
infectados do género Anopheles. As cinco espécies
parasitérias que infectam os humanos sd@o: Plasmodium
falciparum, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae,
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seletiva no genoma humano™, especialmente nos
eritrocitos, que desempenham um papel fundamental,
como células hospedeiras, no ciclo de vida do parasita.
Assim, os genes que afetam a estrutura e/ou funcionalidade
dos eritrdcitos sGo os que apresentam maior ndmero de
variantes genéticas descritas como associadas com a
protecdo contra a maldria ou os seus sinftomas’, como é o
caso de algumas hemoglobinopatias, as talassémias, o
antigénio Duffy, o sislema ABO, a deficiéncia de glucose-6-
fosfato desidrogenase (G6PD) e, mais recentemente
estudada, a deficiéncia de piruvato cinase (PK).

Nos ¢ltimos anos, novas linhas de investigacdo da
maldria t8m surgido, como aquelas que se debrucam
sobre a estreita relacdo entre o hospedeiro e o parasita,
que explica, por um lado, a elevada abundéncia de P.
falciparum em Africa, e por outro, a razéo da maioria dos
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individuos parasitados ndo desenvolverem complicacdes
de maldria severa, enquanto outros sucumbem & doenca’.

Nesta pequena revisdo sdo abordados alguns dos
polimorfismos do eritrécito humano, dos mais tradicionais
aos mais recentemente identificados, descritos em
trabalhos anteriores como protetores contra a maldria, e
sGo discutidos os resultados controversos que tém sido
obtidos ao longo do tempo, assim como alguns dos
possiveis mecanismos subjacentes a esta protecéo. E dada
especial &nfase as espécies de parasitas P. falciparum e P.
vivax por serem as espécies mais comuns que infectam os
humanos, sendo P. falciparum a mais mortal, e é dada
especial atencdo a regides da Africa subsaariana, por
serem as mais afetadas.

A SUSCETIBILIDADE A, MALARIA E UMA
CARACTERISTICA HEREDITARIA

A maioria das picadas de mosquitos infectados néo
produz doenca (infeccGo com sintomatologia cldssica de
febre, dores de cabeca, entre outros). As criancas expostas
a tais picadas ou ndo séo infectadas (cerca de metade), ou
tém infeccGo sem sintomas (cerca de 25%), ou tém
infeccGo com febre e outros sintomas sem gravidade
(aproximadamente 25%). Sé em casos raros as criancas
desenvolvem manifestacées de maldria severa como a
anemia grave, o coma e a maldria cerebral. Greenwood e
colaboradores’® estimaram que em dreas de elevada
transmissdo, em 400 picadas potencialmente infecciosas,
apenas 200 resultam em infeccGo e somente duas
originam maléria grave e uma, a morte.

Os fatores que determinam o desenvolvimento da
infeccéo e da doenca sdo, pois, importantes e devem ser
clarificados. Podemos falar da combinacéo de diversos
aspectos interligados: a taxa de inoculagdo do mosquito, a
dose de esporozoitos, a imunidade adquirida de infeccées
anteriores, a viruléncia do parasita, os polimorfismos
genéticos do hospedeiro humano, o estado de nutricéo do
individuo infectado, as condicées ambientais e o acesso a
um tratamento eficiente. A prevaléncia da infeccéo de P.
falciparum é, apesar de tudo isto, suficientemente alta para
matar 1 milhdo de pessoas em Africa por ano, onde a taxa
de mortalidade em criancas com menos de 5 anos de
idade chegaaserentre 1 2%,

Os fatores genéticos do hospedeiro humano déo uma
contribuicéo significativa para a diversidade observada na
maldria. Dentro de uma mesma populacdo, existe um
elevado grau de variacéo entre individuos relativamente
aos fendtipos de suscetibilidade & maldria, incluindo a
carga parasitdria, a incidéncia da doenca e a severidade’ e
a magnitude e tipo de resposta imune aos antigénios da
maldria”"”.

Quando a base genética de algumas desordens do
eritrécito foi inicialmente investigada, os cientistas se
depararam com o estranho paradoxo da presenca de
elevadas frequéncias de mutacées deletérias em algumas
populacdes. A talassémia, por exemplo, que estd na base
de uma anemia microcitica, é muito freq,uenfe em vdrias
regides do Mediterréneo, Médio Oriente, Africa e Sudoeste
da Asia. Haldane'', em 1949, propés que um alelo mutado

atinge e mantém uma elevada frequéncia, néo por meio de
uma excepcionalmente alta taxa de mutacdo, mas sim
porque é uma consequéncia de uma vantagem seletiva
contra a maldria causada por P. falciparum, cuja
distribuicé@o coincide com a da talassémia.

Para avaliar o impacto da determinacéo genética da
suscetibilidade & maldria clinica, foi feito um estudo
longitudinal com criancas gémeas na Gambia'” onde se
observou que existe uma maior probabilidade de ambos os
gémeos monozigdticos desenvolverem febre provocada
pela maléria do que gémeos dizigdticos, o que indica que
hd fatores genéticos envolvidos no desenvolvimento da
doenca. Num outro estudo desenvolvido no Sri-Lanka'®,
estimou-se que o fator hereditariedade é responsével por
cerca de 15% da incidéncia de infecco sinfomdtica e
assinfomdtica por P. falciparum e aproximadamente 10%
da infensidade dos sintfomas clinicos. Num estudo no
Quénia', foram monitoradas em duas coortes de criancas
a incidéncia de maldria clinica ndo complicada e as
admissées hospitalares devido & maldria. Em ambos os
casos, foi estimado que 25% da variacdo total era
explicada pela soma dos efeitos dos genes do hospedeiro
e, destes, a hemoglobina S, o fator genético de resisténcia
a maldria mais conhecido, explicava apenas 2% da
variagdo total, sugerindo a existéncia de muitos genes
protetores desconhecidos, cada um resulfando em
pequenos efeitos nas populacoes.

AS DESORDENS DA HEMOGLOBINA

A hemoglobina normal de um adulto é composta por
duas cadeias de a-globina e duas de B-globina. As
desordens da hemoglobina podem ser divididas em dois
grupos: um em que hé uma diminuicdo na producao das
formas estruturais normais das a- ou B-globinas, dando
origem as a- ou B-talassémias, respectivamente; e uma
outra em que hd a produgdo de formas estruturais
mutantes  (hemoglobinopatias), como no caso das
hemoglobinas S (HbS), C (HbC) ou E (HbE). Apesar de
terem sido identificadas centenas de variantes estruturais
da hemoglobina, apenas as trés referidas anteriormente
apresentam frequéncias polimérficas. As duas primeiras
séo muito frequentes especialmente na Africa Ocidental® e
a hemoglobina E é comum no Sudeste Asidtico'®.

As cadeias da B-globina séo codificadas por um Unico
gene que se localiza no cromossoma 11; as cadeias o sGo
codificadas por dois genes intimamente ligados no
cromossoma 16. Assim, num individuo normal diploide,
existem dois loci que codificam para a cadeia B e quatro
que codificam para a cadeia o.

A DREPANOCITOSE OU ANEMIA FALCIFORME

A drepanocitose ou anemia falciforme é uma
hemoglobinopatia de caréter genético, causada por uma
mutacGo na posicdo 6 do gene da B-globina (HbB),
havendo a substituicdo do écido glutdmico por uma valina
(B6Glu>Val)""®. A forma anormal produzida,
denominada hemoglobina S, faz com que os glébulos
vermelhos se tornem rigidos e com forma de foice,
impedindo que estes afravessem os vasos sanguineos e



cheguem aos 6rgdos'’. Os efeitos clinicos provocados por
esta doenca sdo bastante varidveis, dependendo de serem
os individuos portadores do trago drepanocitico (HbAS,
que apresentam o alelo normal A e o alelo mutado S) ou se
sGo individuos doentes (HbSS, individuos homozigéticos
para o alelo mutado S). Enquanto nos individuos
portadores os sintomas da doenca, quando existentes, séo
muito ligeiros, os individuos doentes apresentam sintomas
graves como anemias severas, infeccées graves e lesdes
em 4rgdos vitais, provocando uma diminuicdo na
esperanca média de vida®. A variante S da hemoglobina
encontra-se amplamente distribuida por todo o mundo,
apresentando  frequéncias muito elevadas na  Africa
subsaariana (especialmente na regido ocidental), no
Médio Oriente e em algumas zonas da india ™.

A drepanocitose foi das primeiras hemoglobinopatias a
serem associadas a uma protecdo contra a maldria.
Anthony Allison”, em 1954, constatou que os eritrécitos
dos individuos com ftraco drepanocitico eram mais
dificilmente parasitados por P. falciparum do que os
normais, concluindo que os individuos heterozigdticos
teriam uma vantagem seletiva nas regides hiperendémicas
de maldria. Vdrias evidéncias sugerem a existéncia de um
equilibrio entre a eliminagéo do alelo mutado (alelo S) pela
morte precoce dos homozigdticos e a preservacdo do
mesmo nos heterozigdticos devido a esta vantagem
seletiva. Os individuos portadores do alelo S parecem estar
favorecidos relativamente aos individuos néo portadores,
havendo assim a selecdo deste alelo, permitindo que este
seja hoje encontrado numa percentagem de 5 a 40% na
populacdo mundial **'*,

Vdrios estudos tém sido realizados ao longo dos Gltimos
60 anos para compreender qual o nivel de protecdo
conferido pelo estado heterozigético. Aidoo et al”®, Carter
e Mendis™, Ayi et al” e Williams et al”® demonstraram que o
gendtipo HbAS estd significativamente associado &
protecdo contra a maldria severa provocada pelo parasita
P. falciparum. Aidoo et al”® demonstraram que havia uma
protecdo significativa de 60% na mortalidade em criancas
entre os 2 e os 16 meses de idade. Em criancas com idades
inferiores a 2 meses essa reducdo ndo foi observada.
Williams et al*® demonstraram que havia uma protecdo de
90% em individuos heterozigéticos (HbAS) em casos de
maldria severa e uma protecdo de 50% nos casos de
maldria assintomdtica.

Existe controvérsia sobre os mecanismos subjacentes a
esta protecdo, mas alguns estudos associam-na com a
dificuldade que os parasitas #&m em invadir e crescer
dentro dos eritrécitos com os genes mutados”. No entanto,
outros estudos, como o de Cappadoro et al”®, dizem néo
ter encontrado quaisquer diferencas no crescimento dos
parasitas em eritrécitos normais e em eritrécitos mutados.
Outra explicacdo foi dada por Luzzato et al (1970) e Roth
et al (1978) (in Williams et al”). Estes verificaram que os
eritrécitos HbAS parasitados tém tendéncia a ficar com
uma forma irregular mais rapidamente que os ndo
parasitados, levando & morte intracelular do parasita. Um
estudo mais recente™ mostrou que a adesdo de eritrécitos
parasitados AS as células endoteliais microvasculares e
aos mondcitos é significativamente menor do que a dos

eritrécitos parasitados AA. Esta reducdo estd
correlacionada com alteragdes no principal ligando de
citoadesdo e fator de viruléncia do parasita (P. falciparum
erythrocyte membrane protein-1, PIEMP-1).

Num outro estudo’’, observou-se que a percentagem
de ftrofozoftos no sangue periférico em criancas
assinfomdticas com traco drepanocitico (HbAS) era de
75%, enquanto nas criangas assintomdticas normais
(HbAA) era de 37,5%, sugerindo que h& um sequestro
reduzido dos eritrécitos parasitados nas criangas HbAS.
Nos individuos HbAS podem pois ocorrer alteracées na
express@o dos ligandos dos eritrécitos infectados (como o
PIEMP-1), reduzindo a citoadesdo e originando uma
infeccdo menos grave. Estes resultados vao de encontro
aos obtidos no estudo anterior™.

AHEMOGLOBINA C (HBC)

A hemoglobina C (HbC), tal como a hemoglobina S, é
provocada por uma mutacdo na posicéo é do gene da B-
globina havendo, neste caso, a substituicdo do dcido
glutémico por uma lisina (B6Glu>Llys). A hemoglocina C é
principalmente encontrada na Africa Ocidental, embora
seja menos frequente que a hemoglobina S, e resulta num
fendtipo menos severo que a drepanocitose: os
homozigdticos tm geralmente uma anemia hemolitica
ligeira e os heterozigéticos néo apresentam uma reducéo
significativa nos niveis de hemoglobina®™. Quer os
homozigdticos quer os heterozigéticos parecem estar
protegidos contra a maldria severa™* mas o efeito protetor
parece ser superior nos homozigéticos. Em um estudo
desenvolvido em Burkina Faso™, estimou-se que o efeito
protetor da variante HbAC era de 30%, enquanto o da
variante HbCC era de 90%.

O efeito protetor da HbC néo parece dever-se a uma
reducdo na densidade parasitdria, mas sim a uma
alteracdo na topografia e nas propriedades da
superficie dos eritrécitos infectados envolvidas na
patogenicidade™¥**. Os eritrécitos infectados HbAC e
HbCC apresentam uma menor adesdo ao endotélio que
expressa CD36 e a molécula de adesdo intercelular-1
(ICAM-1) do que os eritrécitos infectados HbAA. A
formacdo de rosetas com os eritrécitos ndo infectados
também é menor. Observaram-se igualmente alteracoes
na express@o do importante fator de viruléncia do parasita
PfEMP-1 nos eritrécitos infectados HbAC e HbCC. A
hemoglobina C pode, assim, proteger contra a maldria
por meio da reducéo da adesdo dos eritrécitos infectados
que é mediada pela PfEMP-1, suavizando os efeitos do seu
sequestro nos microvasos”. Uma diminuida citoadesdo
parece, assim, constituir um mecanismo de protecdo
comum a ambas as variantes da hemoglobinaSe C.

Um estudo recente” abordou este tema de outra
perspectiva, questionando se o gendtipo humano da B-
globina poderia influenciar a eficiéncia da transmisséo de
maléria por P. falciparum. Neste estudo, levado a cabo em
Burkina Faso (Africa Ocidental), verificou-se que a HbC e
HbS estdo associadas a um aumento de duas vezes in vivo
e quatro vezes ex vivo da transmissdo do parasita do
hospedeiro humano para o vetor, mostrando que a
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variacéo genética humana pode influenciar a dinédmica da
transmissdo de uma doenca infecciosa. Estas variantes
poderdo promover a diferenciacdo sexual de P. falciparum
ou acionar respostas imunes alternativas que melhoram a
eficiéncia da transmisséo do hospedeiro vertebrado para o
vetor ou, pelo contrdrio, reduzem a eficiéncia no bloqueio
da transmiss@o no hospedeiro.

AS TALASSEMIAS

As a- e B- talassémias sGo uma consequéncia de
delecées e mutacdes pontuais em zonas néo codificantes
dos genes que codificam para as a- e B- globinas,
causando uma sintese insuficiente destas cadeias (revisto
em Weatherall®).

A a-talassémia ¢ uma das desordens genéticas
humanas mais comuns do globo e é particularmente
frequente nos paises do Mediterréneo, Sudeste Asidtico,
continente Africano, Médio Oriente e india*'. Em algumas
regides, a frequéncia de portadores chega a ser de 80% a
90% da populacdo, ou seja, atinge quase a fixacdo**. Os
individuos com mutacdo num Unico cromossoma, com
uma anemia pouco acentuada, sdo designados
portadores do traco talassémico a e sdo, de uma maneira
geral, assintomdticos. Os heterozigéticos compostos e
homozigéticos apresentam uma anemia relativamente
severa caracterizada pela presenca de hemoglobina H
(HbH) no sangue periférico (doenca HbH). Os individuos
que produzem uma quantidade muito reduzida de globina
o ou ndo produzem de todo estas cadeias, #m uma
anemia muito grave que, ndo sendo tratada, causa a
morte no perfodo neonatal (condicGo designada de
hidropsia fetal da hemoglobina Bart). A grande maioria
das a-talassémias resultam da delecdo de um (-a) ou
ambos (--) os genes o mas podem também ter origem em
mutacdes pontuais. Quando uma mutacdo (ou vdrias)
suprime completamente a expressdo de um gene, a
doenca é chamada de o’-talassémia; quando uma ou
vérias mutacdes reduzem parcialmente a expressdo de um
gene, designa-se de o' -talassémia (Harteveld e Higgs'' e
referéncias aqui contidas).

A B-talassémia inclui trés formas principais por ordem
crescente de gravidade: talassémia Maijor (referida muitas
vezes como anemia de Cooley e anemia do Mediterrdneo),
talassémia intermédia e talassémia Minor (também
designada de traco B-talassémico ou PB-talassémia em
heterozigotia). A B-talassémia é prevalente nos paises do
Mediterréneo, Médio Oriente, Asia Central, india, Sul da
China e Extremo Oriente. As mais elevadas frequéncias de
portadores sdo encontradas no Chipre (14%), Sardenha
(10,3%) e Sudeste da Asia (Galanello e Origa® e
referéncias aqui contidas).

O fato das talassémias serem téo frequentes justifica-se
pelos portadores estarem presumivelmente em vantagem
seletiva nas dreas onde a maldria por P. falciparum é ou foi
endémica. Vdrios estudos suportam uma associagéo entre
a reduzida producéo das cadeias de hemoglobina e esta
doenca infecciosa™**’.

Um estudo na Libéria, por exemplo, determinou que
havia um risco relativo de infeccées graves de maldria, de
0,41 a 0,45, em criancas heterozigéticas de B-talassémia*®
e na Papua Nova Guiné, num estudo caso-controlo
comparando criancas com maldria grave com criancas
ndo infectadas, concluiu-se que havia um risco reduzido
de contrair maldria grave nos homozigéticos de o”-
talassémia (risco de 0,40) e também nos heterozigdticos
(risco de 0,66)”. Por outro lado, noutro estudo caso-
controlo no Gana, os resultados indicaram que a protecdo
contra a maldria clinica severa acontece em individuos
heterozigéticos para a o -talassémia mas ndo em
individuos talassémicos homozigéticos™. Noutro estudo no
Sudoeste Asidtico foram obtidos resultados que véo contra
os resultados anteriores: as percentagens de maldria ndo
grave e esplenomegalia foram maiores nas criangas com
o -talassémia do que nas criangas normais. Este resultado
foi mais relevante em criangas com idade muito precoce e
infectadas por P. vivax. Neste caso, a talassémia poderd
estar associada a um aumento da suscetibilidade a P. vivax
que, atuando como uma vacina natural, induz uma
protecéo contra a infeccdo subsequente potencialmente
mais grave por P. falciparum®.

Para as formas menos severas de talassémias néo
surgiu ainda uma evidéncia consistente sobre um possivel
efeito na invaséo ou maturacéo do parasita. No entanto,
alguns resultados tém apontado para alteragdes sutis no
eritrécito talassémico infectado, incluindo o aumento da
expressGo de antigénios na superficie e aumento da
ligagéo da IgG, que pode levar a um reconhecimento
imunitdrio mais eficiente e uma melhor remocdo dos
eritrécitos infectados e, assim, um melhor controlo da
infeccdo nos estadios eritrociticos’ . Um aumento da
suscetibilidade dos eritrécitos talassémicos infectados a
fagocitose pelos monécitos foi também observado in
vitro™. Ambas as talassémias mostram uma diminuicdo da
formacéao de rosetas, um problema associado com formas
severas de maldria®™.

AS DEFICIENCIAS ENZIMATICAS DO ERITROCITO

Devido & perda do nicleo, mitocéndrias e ribossomas,
os eritrécitos maduros néo tém a capacidade de realizar
nem a fosforilacdo oxidativa nem a sintese proteica. No
entanto, estas células necessitam de um metabolismo ativo
para a manutencéo da flexibilidade e integridade da
membrana plasmética, assim como para a manutengdo
da hemoglobina na sua forma funcional para assegurar o
transporte adequado do oxigénio. Este metabolismo é
assegurado pelas enzimas do glébulo vermelho que
participam em trés cadeias metabdlicas principais: a
glicélise, a via das pentoses-fosfato e o metabolismo
nucleotidico. Se existir alguma deficiéncia enzimdtica em
alguma destas vias, hd uma limitacéo na producéo de ATP
e/ou de NADPH provocando alteracées na membrana e
consequente remocdo destas células™.

A relac@o entre o grau da deficiéncia enzimdtica e a
extensdo da disfungdo metabdlica depende de vdrios
fatores: a relevéncia da enzima afetada e o seu grau de
express@o, a estabilidade da enzima mutante contra a
degradacéo proteolitica e as anormalidades funcionais e a




possibilidade de compensar a deficiéncia pela sobre-

express@o da isoenzima correspondente ou pelo uso de
. I . 55

uma via metabdlica alternativa™.

Ja foram identificadas enzimopatias nas vérias cadeias
metabdlicas e as frequéncias variom com a localizacéo
geogrdfica. De todas elas, a deficiéncia de glucose-6-
fosfato desidrogenase parece ser a mais comum, com mais
de 400 milhdes de casos registados. Na Africa
subsaariana existem principalmente trés variantes que
apresentam frequéncias polimérficas, que foram
associadas com uma protegdo contra a maldria.

Mais recentemente, também tém sido publicados
alguns trabalhos que associam a deficiéncia de piruvato
cinase com uma protecdo contra a maldria. Foram obtidas
evidéncias desta associacdo em modelo de ratinho,
estudos in vitro com culturas de P. falciparum e estudos
populacionais com amostras de DNA humano onde foram
identificadas marcas de selecéo na regido do genoma que
envolve o gene codificante da piruvato cinase. Nao foram
ainda identificadas variantes deste gene com frequéncias
polimérficas nas regides endémicas de maldria, mas esta
pesquisa estd em curso.

A DEFICIENCIA DE GLUCOSE-6-FOSFATO
DESIDROGENASE

A glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) catalisa a
primeira reacdo da via das pentoses-fosfato na qual se dé
a oxidacéo da glucose-6-fosfato a 6-fosfoglucono-8-
lactona, havendo simultaneamente a producdo de
NADPH. O NADPH é um equivalente redutor, necessdrio a
vérias reagdes biossintéticas e extremamente importante
na protecdo das células contra o stress oxidativo™*’. O
gene que codifica para a G6PD encontra-se na regido
telomérica do braco longo (Xq28) do cromossoma X e é
constituido por 13 exdes que codificam um total de 515
aminodcidos e 12 intrées. O locus da G6PD é um dos loci
mais polimérficos descritos, com mais de 300 variantes
genéticas conhecidas, que originam cerca de 140
variantes moleculares diferentes™. Estas variantes
resultam, sobretudo, de mutacdes pontuais, ndo havendo
referéncias da existéncia de grandes delecées no gene da
G6PD ou de mutacdes nonsense ou frameshift”.

Na Africa subsaariana existem frés variantes que
apresentam frequéncias polimérficas: G6PD B, G6PD A e
G6PD A'. A variante G6PD B é a variante normal; a
variante G6PD A resulta de uma mutacéo na posicéo 376
do exdo 5, onde hé a substituicdo de uma adenina (A) por
uma guanina (G), que resulta numa mudanca de
aminodcido (Asn>Asp). A variante G6PD A caracteriza-se
pela ocorréncia de duas mutagdes: a descrita para a
variante G6PD A e uma outra no nucleétido 202 do exdo
4, ocorrendo a substituicdo de uma guanina (G) por uma
adenina (A), originando uma mudanga no aminoécido
codificado (Val>Met)****°. A variante normal, G6PD B,
apresenta uma atividade enzimdtica normal e é a mais
comum: a sua frequéncia na populacéo varia entre 60% e
80%. A variante G6PD A, que apresenta uma atividade
entre 80% e 100% (quando comparada com a variante
G6PD B) encontra-se numa frequéncia entre 15% e 40%. A

G6PD A" apresenta uma atividade de 10 a 20% em
individuos homo ou hemizigéticos e a sua frequéncia varia
entre 0 e 25%"°".

A sintomatologia apresentada pelos doentes depende
do grau de deficiéncia, mas grande parte dos individuos
deficientes é assinfomdtica, desenvolvendo sintomas da
doenca apenas como resposta ao stress oxidativo. Os
sinfomas clinicos mais comuns s@o: ictericia neonatal e
anemia hemolitica aguda provocada pela ingestdo de
farmacos (como por exemplo o antimalérico primaquina)
ou certos alimentos (como favas, dai esta doenca ser
também designada por favismo)***.

Em todo o mundo cerca de 400 milhées de pessoas sdo
afetadas por esta enzimopatia, o que a torna uma das
enzimopatias mais comuns™. Contudo, a distribuicdo
geogrdfica da deficiéncia de G6PD apresenta as maiores
prevaléncias na Africa e alguns pafses da Asia, onde a
prevaléncia de maldria é ou foi muito elevada. Esta
codistribuicdo pode ser justificada pela hipétese da
deficiéncia de G6PD conferir uma protecéo parcial contra
a maléria. Embora o grau de protecdo conferida e quais os
individuos (mulheres heterozigéticas e/ou homens
hemizigéticos) que usufruem dessa protecdo sejam alvo de
controvérsia, parece certo que a sua elevada prevaléncia
se deve ao fato de ter havido uma selecdo positiva ao
longo do tempo®****. Exemplos desta controvérsia podem
ser encontrados em diversos estudos. Powell et al* e Martin
et al® ndo observaram evidéncias de qualquer tipo de
protecdo contra a infeccdo por P. falciparum em afro-
americanos e na populacdo nigeriana, respectivamente.
Por outro lado, Bienzle et al (1972) (in Ruwende et al®),
num estudo realizado com criancas nigerianas, concluiram
que apenas as mulheres heterozigéticas, e ndo os homens
hemizigdticos, estavam protegidos contra a maldria.
Ruwende et al®®, num estudo realizado na Gambia e no
Quénia, verificaram que o alelo G6PD A conferia
protecdo contra a maldria severa tanto em mulheres
heterozigéticas como em homens hemizigéticos. Um outro
resultado discrepante foi obtido por Guindo et al®, num
estudo realizado com duas populacées etnicamente
diferentes do Mali. Os resultados obtidos sugerem que
existe uma protecdo contra a maldria severa em homens
hemizigéticos mas ndo em mulheres heterozigdticas.
Também Gilles et al (1967) (in Guindo et al®), num estudo
realizado na Nigéria, observaram que o alelo G6PD A
tinha um efeito protetor contra o coma e convulsdes em
criangas com idades compreendidas entre os 6 meses e os
4 anos de idade. Contudo, os resultados encontrados néo
foram estatisticamente significativos no caso das criancas
do sexo feminino.

A DEFICIENCIA DE PIRUVATO CINASE

A piruvato cinase estd envolvida no Gltimo passo da via
glicolitica das células, levando & producéo de piruvato e
ATP. Por sua vez, o seu substrato fosfoenolpiruvato (PEP) e o
produto piruvato estdo envolvidos em vérias cadeias
energéticas e biossintéticas, pelo que a precisa regulacdo
da atividade desta enzima é crucial para o metabolismo

global das células®. Nos mamiferos existem quatro
isoenzimas da piruvato cinase (PK-M1, PK-M2, PK-L e PK-R)
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codificadas por dois genes distintos, pkM e pklLR, e
expressos em tecidos diferentes. O gene pkLR estd
localizado no cromossoma 1 (1921) e codifica as
proteinas PK-L e a PK-R. A PK-L é expressa no figado,
intestino delgado e cortex renal; a PK-R é exclusivamente
expressa nos eritrdcitos. A regido codificante do gene pkLR
estd dividida em 12 exdes, dez dos quais séo partilhados
pelas duas isoformas, enquanto os exdes 1 e 2 sdo
especificos para as enzimas eritrocitdria e hepdtica,
respectivamente. Até ao momento, jd foram descritos mais
de 180 mutacdes e oito polimorfismos no gene pkLR®.

Apesar das alteragdes no gene pkLR poderem resultar
em modificacées, quer na enzima do eritrécito, quer na
enzima do figado, os sinfomas clinicos devem-se as
alteracées nos glébulos vermelhos, uma vez que a
deficiéncia hepdtica é geralmente compensada pela
sintese continua nos hepatécitos. A deficiéncia de PK, tal
como a deficiéncia de G6PD, constitui uma doenca
hemolitica ndo esferocitica hereditdria. As manifestacées
clinicas incluem anemias hemoliticas crénicas de varios
graus, variando de pouco severas a formas que tém de ser
compensadas por transfusdes de sangue no periodo
neonatal®.

A associacdo da deficiéncia de PK com a maléria foi
descrita muito recentemente. O primeiro estudo sobre esta
associacdo foi efetuado em 2003 por Min-Oo e
colaboradores”, que observaram que duas estirpes
congénitas recombinantes de ratinho eram resistentes a
infeccdo por Plasmodium chabaudi, e identificaram a
mutacdo 269T>A no exdo 3 do gene pkLR (90lle>Asn)
como indutora da resisténcia, com significativa reducéo na
parasitémia e na mortalidade apés a infeccdo.
Posteriormente, @ em 2008, dois trabalhos foram
publicados comparando o crescimento de culturas in vitro
de Plasmodium em eritrécitos humanos normais e com a
deficiéncia”"’?, tendo-se observado uma diminuicdo na
infeccdo e replicac@o do parasita nestes Gltimos. J& este
ano, dois outros estudos foram conhecidos, desta vez
usando amostras de DNA humano. Alves e
colaboradores™  realizaram um estudo populacional
usando amostras de DNA humano de Cabo Verde,
observando um desequilibrio de ligacdo numa maior
extensdo da regido envolvente do gene pkLR nos individuos
controlo néo infectados com maléria. Este resultado foi
explorado depois pela mesma equipa de investigacdo’,
que efetuou um segundo estudo populacional, no qual,
por meio da genotipagem combinada de vdrios
polimorfismos localizados na vizinhanca do gene pkLR em
amostras de DNA humano de diferentes grupos clinicos de
maldria de Angola e Mocambique e individuos PK-
deficientes e normais de Portugal, obteve os seguintes
resultados: uma maior diferenciacdo entre os paises
africanos e Portugal quando foram usados marcadores da
regido pkLR comparativamente com marcadores neutros;
maior conservacdo da regi@o envolvente do gene pkLR no
grupo clinico de maldria ndo complicada (desequilibrio de
ligacdo numa regiGo mais extensa); associacdo positiva de
um haplétipo com este grupo clinico. Estas observacées
sustentam a hipétese de que a maldria estd a exercer
press@o nesta regido especifica do genoma e fortalecem os
resultados anteriores, obtidos com culturas in vitro e com

modelo de ratinho. Neste contexto, uma questdo é agora
colocada: existiré um alelo mutante de pkLR prevalente nas
regides endémicas de maldria, tal como acontece na
deficiéncia de G6PD ou HbS2 A resposta a esta questdo é
relevante para esta drea de estudo e a identificacéo de um
(ou vérios) alelo(s) nestas condi¢des viria confirmar que o
gene pkLR esté sob selecéo.

ANTIGENIO DUFFY/RECEPTOR DE QUEMOQUINAS
(DARC)

Plasmodium vivax, a segunda espécie de Plasmodium
mais prevalente no mundo, infectando entre 80 e 90
milhdes de pessoas por ano’®, embora esteja amplamente
distribuido nos paises tropicais, é praticamente inexistente
em Africa Central e Ocidental. Esta auséncia tem sido
explicada pela falta do antigénio Duffy na maior parte da
populacdo™. O antigénio Duffy, também chamado de
antigénio Duffy receptor para quemoquinas (DARC), uma
vez que este antigénio se liga a uma série de quemoquinas
pré-inflamatérias””, tem sido descrito como o receptor
eritrocitico para o P. vivax e sem o qual ndo é possivel haver
invasa@o do eritrécito por parte deste parasita.

DARC é uma proteina membranar multimérica que estd
organizada em sete dominios transmembranares. O gene
DARC é bastante polimérfico, apresentando multiplos
alelos, entre eles os alelos codominantes FY*A e FY*B, que
codificam para dois alelos principais — Fy* e Fy’. Por meio
da combinagéo dos dois alelos principais é possivel obter
quatro gendtipos diferentes: Fy(a’b’), Fy(a'b), Fy(ab’) e
Fy(a'b)””®”. Os trés primeiros correspondem ao fendtipo
Duffy positivo, que é mais frequente na Asia e em
populacdes caucasianas, e o Ultimo corresponde ao
fenodtipo Duffy negativo, mais comum na populagéo
africana, estando descrito como sendo resistente &
infeccédo por P. vivax.

O fendtipo Fy(ab) resulta de uma Unica mutagéo
pontual, a -33T>C, na regiGo promotora do alelo FY*B,
situada na regido da "GATA box", que vai impedir a ligacdo
do fator de transcricdo h-GATA1”"®. Vérios estudos ao
longo dos anos t&m demonstrado que a auséncia do
antigénio Duffy impede a invas@o do eritrécito por P. vivax,
como é o caso do estudo realizado por Miller et al®', que
demonstrou que a resisténcia ao P. vivax estava diretamente
associada com o fenétipo Duffy negativo. Um outro estudo
realizado por Barnwell et al® demonstrou in vitro que
merozoitos de P. vivax s@o incapazes de invadir eritrécitos
que ndo expressem o antigénio Duffy. Mais recentemente,
Culleton et al®, num estudo em que analisaram 2.588
amostras de sangue de nove paises de Africa, encontraram
apenas uma amostra infectada com P. vivax num individuo
Duffy positivo. Este estudo confirmou que esta espécie de
Plasmodium é praticamente inexistente em Africa.

Um outro aspecto que é importante realcar no que diz
respeito & protecéo conferida pelo antigénio Duffy e que
foi descoberto por Kasehagen et al*’, num estudo realizado
na Papua, Nova Guing, é que, para além dos individuos
homozigétigos Duffy negativos estarem protegidos contra
a invasdo do P. vivax, também os individuos
heterozigéticos portadores de um novo alelo Duffy
negativo [Fy(A+A-)], que apresenta uma diminuicGo de



50% na expressdo de Fy’, estdo significativamente mais
protegidos contra infecgdes por P. vivax do que individuos
homozigéticos [Fy(A+A+)], e, quando infectados,
apresentam parasitémias significativamente mais baixas
quando comparadas com as de individuos normais.

Estudos recentes t&m demonstrado que hd individuos
Duffy negativos infectados com P. vivax no Brasil, mas
também em Africa. Um estudo realizado no Quénia, com
criancas que estavam a ser analisadas para um estudo
caso-controlo de maldria grave provocada por P.
falciparum, confirmou a existéncia de criancas infectadas
com P. vivax mesmo sendo Duffy negativas®™. Este ndo foi o
Unico relato e resultados semelhantes foram encontrados
na Regido Amazénica no Brasil, onde também foram
detectados individuos Duffy-negativos infectados com P.
vivax®¥, e também noutras localidades de Africa
Ocidental. Um estudo caso-controlo que estd a ser
desenvolvido na Guiné-Equatorial, encontrou nove
individuos Duffy-negativos, contendo a mutagéo -33T>C,
na regido promotora do alelo FY*B, situada na regido da
"GATA box", infectados com diferentes estirpes de P. vivax —
P. vivax cldssico e P. vivax VK247 (Mendes et al,
observacdes ndo publicadas). Estes dados recentes
sugerem que P. vivax pode estar a evoluir, usando
receptores alternativos para se ligar e invadir o eritrécito.

GRUPOS SANGUINEOS ABO

O sistema ABO é um dos sistemas sanguineos sobre o
qual se tem um maior conhecimento e também um dos
mais relevantes na prdtica clinica, no que diz respeito &
compatibilidade entre grupos sanguineos. Este é um
sistema autossémico, pelo que cada pessoa possui duas
cépias do gene que codifica para o grupo sanguineo ABO.
Os grupos sanguineos A e B sGo dominantes em relacéo ao
grupo O, enquanto os grupos A e B séo codominantes™.

O gene codifica para uma glicotransferase, que, no
caso do grupo sanguineo A, transfere uma N-acetil D-
galactosamina e, no caso do grupo sanguineo B, uma D-
galactose para a extremidade do glicano das
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glicoproteinas ou dos glicolipidos™. O grupo sanguineo O
ndo apresenta a glicotransferase terminal, necesséria para
a producdo dos antigénios A e/ou B, expressando o
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antigénio H™.

Diversos estudos sugerem que também o sistema ABO
tenha sofrido um processo de selecdo positiva em
humanos, por acdo da maldria. Embora existam relatos
controversos, com estudos a afirmarem que ndo hd uma
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associacdo significativa entre os dois fatores , varios
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outros afirmam exatamente o contrdrio .
Analisando os resultados obtidos nos diferentes estudos,
pode-se constatar que fatores como: a néo utilizacdo de
um grupo controlo ou a utilizagdo de um grupo controlo
inadequado; o fato de muitas das vezes utilizarem adultos
para estes estudos, e ndo criancas com idades até aos 5
anos (grupo mais informativo, uma vez que é este que
normalmente apresenta densidades parasitdrias mais
elevadas e onde hd uma maior incidéncia das formas
graves da doenca); e o baixo nimero de amostras
utilizadas por estudo; podem influenciar as conclusées

finais”. Se forem analisados os estudos que levam em
consideracéo todos os fatores antes referidos, parece
entdo que o grupo sanguineo O protege realmente contra
a maldria severa”™”'®.

Embora ndo seja totalmente conhecido o mecanismo
de protecao utilizado pelo grupo O, vdrios estudos t&m
apontado a formacéo de rosetas como o mecanismo mais
provavel. A formacdo de rosetas caracteriza-se pela
ligacdo de eritrécitos infectados com P. falciparum a
eritrécitos ndo infectados, formando uma aglomeracéo de
células, que se pensa contribuirem para a patologia da
maldria, uma vez que provoca a obstrucdo dos vasos,
impedindo a corrente sanguinea. Estudos realizados por
Carlson et al'” e Udomsangpetch et al'” demonstraram
que as rosetas formadas com os grupos sanguineos A, B e
AB eram maiores e mais resistentes do que as formadas
pelo grupo sanguineo O. Pensa-se que o grupo O forma
menos rosetas por ndo possuir antigénios A e B, pois estes
antigénios sdo receptores nos eritrécitos ndo infectados'™

A formacdo de rosetas contribui diretamente para a
severidade da doenca, uma vez que provoca isquemia dos
tecidos e morte celular, e se este é reduzido em individuos
do grupo sanguineo O, é entdo de esperar que estes
individuos estivessem de certa forma protegidos contra a
maldria grave. Rowe et al®” demonstraram por meio de um
estudo caso-controlo realizado no Mali com criancas com
maldria grave e criancas com maldria ndo complicada, que
individuos do grupo sanguineo O tinham 66% menos
probabilidade de desenvolverem maléria grave quando
comparados com grupos sanguineos ndo-O. Resultados
semelhantes foram encontrados por Fry et al'® num estudo
realizado no Quénia, Malawi e na Gambia, no qual foram
genotipados mais de 9 mil individuos, utilizando quatro
polimorfismos de base Unica (SNPs) no gene da
glicotransferase ABO. Neste estudo verificou-se que os
grupos sanguineos A e AB (odds ratios significativos de 1,33
e 1,59, respectivamente) estdo associados a um maior risco
de maldria grave quando comparados com o grupo O.

Resultados interessantes foram também obtidos num
estudo realizado com maes e bebés na Gadmbia, onde se
verificou que o grupo O esté associado com um aumento
da infeccdo por maldria placentar em mulheres
primiparas, mas que apresenta um risco reduzido em
mulheres multiparas”. Esta diferenca na suscetibilidade &
maldria em mulheres grdvidas foi encontrada apenas no
grupo sanguineo O.

Se o grupo sanguineo O realmente proteger contra a
maldria grave, seria de esperar que apresentasse
prevaléncias mais elevadas, pelo menos nas dreas
endémicas para a doenca. Estudos afirmam que as
prevaléncias deste grupo sanguineo ndo sdo mais elevadas
porque, apesar de ter um papel protetor contra a maléria
grave, os individuos do grupo O tendem a fer sinftomas
mais graves de outras doencas, como a célera e outras
doencas diarreicas, muito comuns em paises tropicais *'%.

CONCLUSAO

Entre hospedeiro e parasita hd uma estreita relacao
que, sendo prolongada no tempo, tende a ser afinada,
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permitindo que cause menor dano ao hospedeiro e traga
maior beneficio para o parasita. A morte precoce néo
resulta em descendéncia e, portanto, néo traz beneficio do
ponto de vista evolutivo para nenhuma das partes. Os
polimorfismos do eritrécito protetores contra a maldria nos
humanos sdo um excelente exemplo desta coevolucéo
hospedeiro-parasita, pois as elevadas prevaléncias nas
zonas endémicas de maldria mostram que tém sido
selecionados ao longo do tempo por permitirem uma
maior sobrevivéncia do hospedeiro humano e,
consequentemente, o sua transmissdo d4s geracoes
seguinfes.

Por outro lado, de um ponto de vista clinico, é
extremamente importante avaliar os determinantes de
suscetibilidade & infeccdo e doenca por maléria e
compreender os mecanismos funcionais envolvidos, para
que possam vir a ser utilizados como novos alvos para
farmacos ou vacinas. As enzimas das cadeias metabdlicas,
por exemplo, parecem ser um mecanismo de defesa contra
a infeccéo e/ou doenca, dada a elevada prevaléncia de
certas variantes da G6PD (e possivelmente da PK) em
humanos, e no parasita 1&m sido referidas como um alvo

promissor para novos férmacos anti-Plasmodium, dado que
as enzimas parasitdrias parecem diferir, quer bioquimica,
quer estruturalmente, das congéneres do hospedeiro.

Além disso, sabe-se que o uso de determinados
farmacos (como alguns antimaldricos) podem, por
exemplo, desencadear graves crises de hemdlise em
individuos G6PD deficientes, pelo que é de toda a
importancia o uso de técnicas de diagndstico apropriadas
para prevenir o agravamento do estado clinico dos
pacientes.

O conjunto dos aspectos acima mencionados mostra
que o conhecimento acumulado nos Gltimos 60 anos sobre
este tema é extremamente importante e Uil e pode abrir
portas para um tratamento mais eficaz para a maléria.
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The contribution of human erythrocyte polymorphisms in the protection against malaria
ABSTRACT

The understanding of the complex life cycle of malaria has greatly improved in the last few years, however, despite decades of
research and struggle against the disease, it continues to be a major public health problem, especially in the poorest areas of
the world. Due to its long-term high prevalence in certain regions of the globe, malaria has exerted strong selective pressure
on the human genome. The genetic component of malaria susceptibility is complex, with a variety of polymorphisms
influencing both pathogenesis and host response. Evaluating these determinants of susceptibility and deciphering the
mechanisms involved may lead to the discovery of new vaccines or targets for pharmacological agents. The most common
and best characterized human genetic polymorphisms that confer protection against malaria involve specific structural
erythrocyte proteins (such as haemoglobin S and C, thalassemias, the Duffy antigen, and blood group O) and enzymes (such
as glucose-6-phosphate dehydrogenase deficiency and, more recently described, pyruvate kinase deficiency). This short
review describes these genetic variants, reviews some of the controversial results that have been obtained, and discusses
mechanisms that might explain the protection they provide.

Keywords: Malaria; Polymorphism, Genetic; Anemia, Hemolytic, Congenital; Hemoglobins, Abnormal; Duffy Blood-
Group System; ABO Blood-Group System.

La contribuciéon de los polimorfismos humanos del eritrocito en la proteccién contra la
malaria

RESUMEN

La comprensién del complejo ciclo de vida de la malaria ha aumentado mucho en los Gltimos afios pero, a pesar de décadas
de investigacién y lucha contra esa enfermedad, esta continta a ser uno de los principales problemas de salud publica,
especialmente en las dreas mds pobres del planeta. Debido a su elevada prevalencia en ciertas regiones del globo, desde
hace cerca de 10 mil afios, la malaria ha ejercido una presién selectiva muy fuerte sobre el genoma humano. El componente
genético de susceptibilidad al pardsito es complejo, con una variedad de polimorfismos influyendo en la patogénesis y la
respuesta del hospedero, y uno de los desafios en la lucha contra esta enfermedad es evaluar estos determinantes de
susceptibilidad y descifrar los mecanismos involucrados para utilizarlos como nuevas metas para farmacos o vacunas. Entre
los polimorfismos genéticos humanos descritos como protectores contra la malaria, lo mds comunes y mejor caracterizados
involucran a proteinas estructurales especificas (tales como las hemoglobinas S y C, las talasemias, el antigeno Duffy y el
grupo sanguineo O) y enzimas eritrocitarias (como la deficiencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, y, mds
recientfemente descrita, la deficiencia de piruvato quinasa). Esta pequefia revisién aborda estas variantes genéticas y discute
algunos de los resultados controvertidos obtenidos, asf como los mecanismos que pueden justificar esta proteccién.

Palabras clave: Malaria; Polimorfismo Genético; Anemia Hemolitica Congénita; Hemoglobinas Anormales; Sistema del
Grupo Sanguineo Duffy; Sistema del Grupo Sanguineo ABO.
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