UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM GENETICA
E BIOLOGIA MOLECULAR

HATIALA SOTER SILVA DE OLIVEIRA

ASPECTOS MOLECULARES DO HOSPEDEIRO HUMANO ASSOCIADOS
A INFECCAO E TERAPEUTICA DA MALARIA

Belém, PA
Dezembro/2022



Dados Internacionais de Catalogagdo na Publicacdo (CIP) de acordo com ISBDSistema de
Bibliotecas da Universidade Federal do Para

Gerada automaticamente pelo médulo Ficat, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

048  Oliveira, Haiala Soter Silva de.

Aspectos moleculares do hospedeiro humano associados a infecgdo e
terapéutica da maldaria. / Haiala Soter Silva de Oliveira. —2022.

58 f. : il. color.
Orientador(a): Prof. Dr. Jodo Farias Guerreiro
Tese (Doutorado) - Universidade Federal do Para, Instituto de

Ciéncias Biologicas, Programa de Pos-Graduag@o em Genética e
Biologia Molecular, Belém, 2022.

1. Malaria. 2. Amazonia. 3. CYP2D6. 4. G6PD. 5. Duffy.
I. Titulo.

CDD 576.5809811




HAIALA SOTER SILVA DE OLIVEIRA

ASPECTOS MOLECULARES DO HOSPEDEIRO HUMANO ASSOCIADOS
A INFECCAO E TERAPEUTICA DA MALARIA

Tese submetida ao Programa de Po6s-Graduagio
em Genética e Biologia Molecular da
Universidade Federal do Pard como requisito
parcial para obtengdo do grau de Doutor em
Genética e Biologia Molecular.

Orientador: Prof. Dr. Jodo Farias Guerreiro.

Belém, PA

Dezembro/2022



HAIALA SOTER SILVA DE OLIVEIRA

ASPECTOS MOLECULARES DO HOSPEDEIRO HUMANO ASSOCIADOS
A INFECCAO E TERAPEUTICA DA MALARIA

Tese submetida ao programa de Pos-Graduacao em
Genética e Biologia Molecular da Universidade
Federal do Pard como requisito parcial para
obtenc¢do do grau de Doutor em Genética e
Biologia Molecular.

Orientador: Prof. Dr. Jodo Farias Guerreiro.

Belém (PA), 19 de Dezembro de 2022.
Banca examinadora:

Orientador: Prof. Dr. Jodo Farias Guerreiro. ICB-UFPA

Prof. Dr. Ney Pereira Carneiro dos Santos. NPO-UFPA

Prof*. Dr*. Giselle Rachid Viana. IEC

Prof*. Dr*. Greice Cardoso de Lemos Costa. ICB-UFPA

Prof'. Dr*. Andrea Kely Campos Ribeiro dos Santos (suplente). ICB-UFPA

Belém, PA
Dezembro/2022



INSTITUICOES E FONTES FINANCIADORAS

Universidade Federal do Para (UFPA)
Laboratério de Genética Humana e Médica (LGHM)
Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES)



SUMARIO
LISTA DE FIGURAS
LISTA DE TABELAS
RESUMO
ABSTRACT
1. INTRODUCAO
L1 MALARIA ettt 1
1.2. FATORES GENETICOS RELACIONADOS A RESISTENCIA A MALARIA............... 3
1.2.1. Sistema sanguineo DUuffy........c.ccooiiiiiiiiniiiiiice e 3
1.3. FATORES GENETICOS RELACIONADOS AO TRATAMENTO DA MALARIA....... 6
1.3.1. Glicose-6-fosfato desidrogense (GOPD)..........cociiviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 6
1.3.2. Citocromo P450 (CYP2DO0).......cooiiiiieiiieiieeiieeieeeee ettt 11
1.4. REMANESCENTES QUILOMBOLAS. ......ooitiititeteeeteeee et 14
2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL ..ottt et s 16
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS..........criiiimrieiireiineiieeiseiseise st 16
3. METODOLOGIA
3.1. AREA DE ESTUDO......couuiiiieiieiieeiseiseiss st 17
T 0 R0 0 0.4 111111 - FO USRS 17
3.2. AMOSTRA POPULACIONAL.......coiietiiierteteertee ettt 18
3.2.1. Obtengao das amMOSIIAS. ........cccvieeriieeiieeeieeeeieeeeteeeereeeeree e s e e esbeeeseseeesaseeenneas 18
3.2.2. EXtracao de DINA.... ..ottt 18
3.3. GENOTIPAGEM.. ..ottt ettt sttt st e s e ae e 18
3.3.1. Genotipagem do sistema sanguineo Duffy.........cccoocevviniiiiiniinnee, 18
3.3.2. Investigagao das variantes GOPDA- e GOPD MED..........ccccccoevviviiienienieennn. 22
3.3.3. Investigag@o das variantes de CYP2DO0..........ccceoviviieiieniiiiieeieeeeceeeee e 23
3.4. ANALISE ESTATISTICA. ...ttt 23
4. RESULTADOS
4.1. GENOTIPOS DE DUFFY ...ccooouiumiirriieiieiseeiesississs st ssssees 24

4.2. VARIANTES DE GOPD......coiiiiiiieeieeeeeeeeeeee ettt 24



4.3. VARIANTES DE CYP2D6........oomooeeeeeeeeeeeeeeeeeeees s 24
4.4. DUFFY X GEPD X CYP2D6........oooooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeve s 26
S.DISCUSSAQD ...ttt n s, 29
6. CONCLUSOES .......oooimiiieeeeeeeeeeeeeee et n e aes s 33
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS...........ooovimiiieieeeeeeeeeeeee e 35
8. REFERENCIAS ELETRONICAS.........cooviiiiiieeeieeeeeeeeeeeeee oo 46

ANEXO TERMO DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA ........cocoooooeieeiieeeeeeeen. 47



LISTA DE FIGURAS
Figura 1 - indice Parasitario Anual (IPA) de malaria no Brasil, 2021 ..........cccocoevrvviureernnnn. 2
Figura 2 - Representacdo do gene FY .....c.ooiiiiiiiiiiiiee et 4
Figura 3 - Estrutura modelo da proteina DARC.........cccccoiiiiiiiniiiiiiiceececcce 4
Figura 4 - Frequéncia global dos alelos Duffy..........ccccoiiiiiiiiiiiiie 6
Figura 5 - Localizagdo do gene da GOPD..........cccoceiviiiiiniiiiiiiiiececeeceee e 7
Figura 6 - Distribui¢ao global de GOPD...........c.ccoviiiiiiiniiiiiiiniececcceee e 11
Figura 7 - Localizagao e estrutura do gene CYP2D6.........cocoviiiiniininiiniiniicceceeeee 13
Figura 8 - Terras Quilombolas e Unidades de Conservagao em OriXiming .............coceeeueeneee 17
Figura 9 - Esquema do 10cus gENIico FY ...cooiiiiiiiiiiiiieee e 20

Figura 10 - Representa¢do esquematica da eletroforese..........ccoeveeeiieniiniienieniceniccieeee 22



LISTA DE TABELAS
Tabela 1 - Iniciadores e sondas para genotipagem do sistema sanguineo Duffy..................... 19
Tabela 2 - Oligonucleotideos que serdo usados como primers na PCR convencional............ 20
Tabela 3 - Combinagdes de iniciadores nas PCR de Duffy.........cccoveniininiiniininicnicncnne 21
Tabela 4 - Condigdes da PCR cONVENCIONAL..........cccuviiiiuiiiiiiiieiieeeiee e 21

Tabela S - Polimorfismos presentes nas variantes Africana e Mediterranea do gene G6PD...22

Tabela 6 - Geno6tipos variantes do gene CYP2D6, alelos polimorficos e nivel de atividade

ENZIMALICA ...eutietieeitieite et ettt et e et e e sttt et e e saee et e esteeeabe e seeeabe e seeeaseanseesabeeseesnseanseesnseeseesnsaans 23
Tabela 7 - Frequéncias dos alelos € genotipos Duffy..........ccoevveviiieiiiiciiiniieiieececeee, 25
Tabela 8 - Frequéncias dos alelos de GOPD............cccoeviieiiiniieiiiiecieeee e 25
Tabela 9 - Gendtipos de GO6PD e do sistema sanguineo Duffy.........ccccoceviiiiiiiniininiinnnnns 26
Tabela 10 - Alelos, gendtipos e atividade enzimatica de CYP2D6.........cccccvevvveiieniinveennnns 27

Tabela 11 - Genotipos de GO6PD e Duffy classificados por atividade enzimatica de
CYP2DI0.....eeeee ettt et e h et et a bt a b et e ae et et 28

Tabela 12 - Genotipos de GO6PD e atividade enzimatica de CYP2D6.........ccoceeeviieiiiiiiennnnnne. 29

Tabela 13 - Genotipos de Dufty e atividade enzimatica de CYP2D6.........ccoevvevcvieiienieennnn, 29



\

RESUMO

A malaria é um problema de saude mundial, que apesar de todo esfor¢o cientifico e
tecnologico para sua erradicacdo, continua com altos indices de mortalidade e morbidade em
areas endémicas. A Organizagdo Mundial de Satde reportou 241.000.000 casos e
aproximadamente 627.000 mortes por malaria a nivel mundial, no ano de 2020. Na Amazdnia,
em particular, a malaria constitui um importante problema de saide ocasionando perdas
econOmicas e contribuindo para a precaria condicdo de saude das populagdes expostas. A
existéncia de fatores genéticos do hospedeiro humano que conferem resisténcia para a maléria
tem sido bastante estudada. Atualmente sabe-se que este mecanismo ¢ evidente em diferentes
niveis de analise epidemiologica e muitos determinantes genéticos tém sido identificados.
Dentre eles, podem ser destacados: hemoglobina S, talassemia alfa, deficiéncias da enzima
G6PD, sistema sanguineo Duffy, etc. Diante desse cenario, estamos propondo a investigagao
em quilombolas de Oriximina, municipio pareaense que constitui area de risco para maldaria,
fatores genéticos do hospedeiro humano associados a mecanismos de prote¢do inata e
especifica na malaria, que poderdo ajudar a esclarecer aspectos da epidemiologia da
transmissdo dessa patologia. Além de reforcar a necessidade de monitoramento do tratamento
para evitar complicagdes causadas pelo uso da primaquina nos pacientes portadores de
deficiéncia de G6PD e haplétipos CYP2D6 de atividade reduzida ou nula, que terdo impacto

importante no controle da maldaria.

PALAVRAS-CHAVES: malaria, Amazonia, CYP2D6, G6PD, Dufty.
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ABSTRACT

Malaria is a global health problem, which despite all scientific and technological
efforts to eradicate it, continues to have high rates of mortality and morbidity in endemic
areas. In 2021, The World Health Organization reported 241,000,000 cases and approximately
627,000 deaths from malaria worldwide. In the Amazon, in particular, malaria constitutes an
important health problem causing economic losses and contributing to the precarious health
condition exposed populations. The existence of human host genetic factors that offer
resistance to malaria has been extensively studied. Currently, it is known that resistance to
malaria is evident at different levels of epidemiological analysis and many genetic
determinants have been identified. Among them, the following can be highlighted:
hemoglobin S, thalassemia alfa, G6PD enzyme related deficiencies, Duffy blood system, etc.
All things considered, we are proposing a research to be carry out in quilombolas living in
Oriximind, municipality in Para that constitutes an area with risk for malaria, genetic factors
of the human host that are associate with mechanisms of innate and specific protection in
malaria, which may help to clarify aspects of the disease transmission epidemiology. In
addition to reforce the need for treatment monitoring to avoid complications caused by the use
of primaquine in patients with G6PD deficiency and CYP2D6 haplotypes of reduced or null

activity, which will have an important impact on malaria control

KEYWORDS: malaria, Amazon, CYP2D6, G6PD, Duffy.



1. INTRODUCAO
1.1. MALARIA

A malaria é um problema de saude mundial, que apesar de todo esfor¢o cientifico e
tecnologico para sua erradicacdo, continua com altos indices de mortalidade e morbidade em
areas endémicas. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) reportou 241.000.000 casos e
aproximadamente 627.000 mortes por maldria a nivel mundial, sendo 77% (482.790) das
mortes entre criangas com menos de 5 anos, no ano de 2020. No continente americano foram
registrados 602.476 casos, com apenas trés paises, entre eles o Brasil, sendo responséaveis por
77% deste total. Uma novidade importante ¢ que em 2021, apos anos de estudo, a OMS
comegou a recomendar o uso de uma vacina espécie-especifica em regides onde a taxa de
transmissao de malaria sdo altas (WHO, 2021).

Quatro espécies, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale, Plasmodium falciparum e
Plasmodium vivax, sao reconhecidos como os principais parasitas naturais da maléaria em
humanos (Scopel et al., 2004). Em virtude da sua biologia, Plasmodium vivax ¢ mais
amplamente transmitido, ocorrendo em latitudes temperadas, regides aridas, altitudes elevadas
e em outros ambientes que sdo indspitos para Plasmodium falciparum. Na regido das
Américas o mais prevalente desses parasitas € P. vivax, responsavel por 68% dos casos (WHO,
2021). Entretanto, na Africa subsaariana, onde a transmissdo da malaria é mais intensa do que
em qualquer outro lugar no mundo, os casos de P. vivax s3o superados em muito por aqueles
devido ao P. falciparum, tornando o P. vivax quase indetectavel em humanos nas populagdes
locais.

No Brasil apesar da queda no ntimero aproximado de casos de 178.652 em 2019 para
167.097 em 2020, houve um aumento de 16,7% nas mortes e aproximadamente 40 milhdes de
pessoas vivem sob risco de malaria (WHO, 2021) (Figura 1). A maior parte das infecgdes
ocorre na regido da Bacia Amazodnica, mais de 99% dos casos, onde o mosquito Anopheles
darlingi ¢ o principal vetor da doenca (Zimmerman, 1992; Martins-Campos ef al., 2012). No
pais a malaria é causada por trés espécies de Plasmodium: P. vivax, que responde por 88,0%
dos casos registrados; seguido por P. falciparum e P. malariae (Oliveira-Ferreira et al., 2010;
Siqueira et al., 2016). Deste modo, na Amazonia a maléria constitui um importante problema
de saude ocasionando perdas econdmicas e contribuindo para a precaria condi¢do de saude
das populacdes expostas (Pereira da Silva e Oliveira, 2002). Nesse cenario, a Amazonia Legal
constitui a regido onde tradicionalmente se observa o nivel de maldria bem mais elevado do
que no restante do pais, atingindo coeficientes 10 vezes mais altos que a média nacional, o

que caracteriza a regido como area de risco (BRASIL, 2019). No Estado do Par4 segundo a



Secretaria de Saude do Estado em 2021 foram registrados mais de 20 mil casos de maléria e o

estado ocupa o terceiro lugar com 14,5% dos casos dentro da Amazonia Legal.

IPA 2021*
Sem transmissao
Muito baixo risco
Baixo risco

P Médio risco

Bl Alto risco

500 1.000 km

Figura 1- indice Parasitario Anual (IPA) de maléria no Brasil, 2021. Classificacido da IPA: Sem
transmissdo — 0 casos autoctones; Muito baixo risco — IPA <1 caso/1.000 hab.; Baixo risco —
IPA <10 casos/1.000 hab.; Médio risco — IPA <50 casos/1.000 hab.; Alto risco — IPA >50
casos/1.000 hab.

Fonte: SISMAL, Sivep-Malaria e Sinan/SVS/MS.

A existéncia de fatores genéticos do hospedeiro humano que conferem resisténcia para
a maldria foi inicialmente sugerida em meados do século passado, com a observacdao de
Haldane (1949), de que a distribuicdo geografica de hemoglobinopatias estava relacionada a
um processo seletivo em relacdo a maléria severa. Atualmente sabe-se que a resisténcia a
malaria ¢ evidente em diferentes niveis de analise epidemiologica e muitos determinantes
genéticos tém sido identificados. Dentre eles, podem ser destacados: hemoglobina S,
talassemia alfa, alguns haplotipos do sistema de antigenos leucocitarios HLA, TNF-a,
interferons, interleucinas como a IL10 e IL4, deficiéncias da enzima G6PD, sistema
sangiliineo Duffy, o6xido nitrico sintetase (NOS2-G954C), entre outros. As mutagdes

eritrocitarias principais que conferem prote¢do contra a maldria caracterizam-se por aumento



de radicais livres de oxigénio (como nas anemias falciformes, causada pelo alelo HbS em
homozigose) ou pelo decréscimo na habilidade em lidar com danos oxidantes, como nas

deficiéncias da enzima Glicose-6-Fosfato Desidrogenase (G6PD) (Nagel, 1990).

1.2. FATORES GENETICOS RELACIONADOS A RESISTENCIA A MALARIA

1.2.1. Sistema sanguineo Duffy

Ha aproximadamente 70 anos atras o sistema sanguineo Duffy foi descrito pela
primeira vez em um paciente hemofilico politransfundido, ainda que nao identificado como
um antigeno de grupo sanguineo. Cutbush et al. (1950) observaram a presenca de uma
aglutinina no soro sanguineo do paciente hemofilico que deu nome ao grupo, Sr. Dufty. O
anticorpo identificado foi denominado anti-Fy(a). Um ano depois o anticorpo anti-Fy(b) que
reconhece o antigeno oposto a Fy(a), Fy(b) foi descrito por Ikin et al. (1951). A partir de
entdo varios estudos envolvendo aspectos genéticos, antropologicos e relacionados a maléria
tém sido realizados com esse sistema (Howes et al., 2011).

O gene que codifica o grupo sanguineo Duffy, atualmente conhecido por ACKRI
(Atypical chemokine receptor 1), foi inicialmente denominado FY e estd localizado no
cromossomo 1, proximo a regido centromérica, na regido 1q22-q23, mais especificamente na
posicao 1g23.2. (Donahue et al., 1968; Chaudhuri et al., 1993; Mathew et al., 1994). Em
1995, foi descrito por Iwamoto ef al. que esse gene ¢ composto por 2 éxons e 1 intron e ndo
por apenas 1 éxon como se acreditava inicialmente, sendo o segundo éxon, diferente do
primeiro, por apresentar sequéncias codificadoras ndo traduzidas. Porém, eles podem se unir
apos splicing originando um transcrito denominado maior, de 336 aminoécidos, com
expressao predominante frente ao transcrito menor, codificado somente pelo primeiro éxon,
nas células eritroides e dos outros 6rgaos estudados. Entretanto, as duas formas do transcrito
de RNAm codificam proteinas que funcionam de forma idéntica (Yazdanbakhsh ez al., 2000).

O grupo sanguineo Duffy ¢ caracterizado por trés alelos principais: FY*4, FY*B e
FY*BES. O alelos FY*4 e FY*B se distinguem por uma mutag¢do missense, que resulta na
diferen¢a de um tnico aminoacido (G125A>Gly42Asp) (Chaudhuri et al.,, 1995; Iwamoto et
al., 1995; Mallinson et al., 1995; Tournamille ef al,, 1995a) e origina os fenotipos comuns
Fy(a+b-), Fy(a-b+) e Fy(at+b+). O alelo FY*B"S que corresponde ao fenotipo soroldgico Fy(a-
b-), ou seja, a auséncia do antigeno Fy, é devido a uma mutagdo de ponto T-33C (Pogo e
Chaudhuri, 2000) na regido promotora do gene FY que abole a expressio do gene por

perturbar um sitio de ligacdo para o fator de transcricdo eritroide GATA-1 e resulta na



eliminagdo da transcricio de mRNA FY em hemadcias, mas ndo em outros tipos de células
(Figura 2) (Tournamille et al, 1995b). A mesma mutacdo associada ao alelo FY*4 foi
detectada em individuos que vivem em uma regido onde P. vivax ¢ endémico, Papua-Nova
Guiné (FY*4*S) com frequéncia alélica de 0,022 (Zimmerman et al., 1999) e 0,012
(Kasehagen et al., 2007). Atualmente, existem outras variantes descritas que codificam alelos
geralmente fracos ou nulos, que podem ser consultados em uma revisdo realizada por Hoéher

etal., (2018).

A S3TC 125 G/A
. Y Y i}
GATA-1]----- BExonl |— Exon 2 —

Figura 2- Representacdo do gene FY.
Fonte: Tanaka et al., 2011.

Os antigenos do sistema sanguineo Duffy sdo glicoproteinas transmembrana
constituidas por sete hélices hidrofobicas com dois dominios (Figura 3) (Neote ef al., 1994),
sendo uma das extremidades extracelular amino-terminal composta por aproximadamente 62
residuos de aminoacidos e onde se localiza a regido polimorfica que define o alelo FY*4 ou
FY*B. Ela ¢ essencial, pois ¢ onde ocorre a ligagdo com as quimiocinas de classe C-C e C-X-
C e Plasmoduim vivax, fun¢ao que define essas glicoproteinas como DARC (Duffy Antigen/

Receptor for Chemokine) (Hadley & Peiper, 1997).

Chemokine
Fy6 _o~"binding pocket

Major isoform
(spliced transcript)

Figura 3- Estrutura modelo da proteina DARC.
Fonte: Cartron e Colin, 2001.



A expressdo desta glicoproteina ndo se restringe a tecidos eritrdides, também
ocorrendo no rim, coracdo e outros 6rgdos (Hadley & Peiper, 1997; Hesselgesser & Houruk,
1999). Nos eritrocitos ela é mais expressa em reticuldcitos do que em células maduras, porém
a auséncia dessa proteina em individuos Duffy negativos ndo resulta em alteracdes, pois as
hemaécias se mantem normais estrutural e funcionalmente (Chaudhuri ef al., 1995). A grande
importancia clinica deste receptor advém nao somente de acao em reagdes inflamatdrias, mas
também devido a anticorpos do grupo sanguineo Duffy atuarem em casos de
incompatibilidade transfusional e doenca hemolitica do recém-nascido (DHRN), como
descrito primeiramente por Cook et al. (1989). Estudos também ja associaram o receptor
DARC com a angiogénese do cancer ¢ a infec¢@o pelo virus HIV (Lachgar ef al., 1998).

Além de todas essas funcionalidades clinicas relatadas, a funcdo de receptor de
merozoitas de espécies causadoras de maldria, Plasmodium vivax e P. knowlesi, tem um
importante destaque entre os estudos, que foi inicialmente evidenciado por Miller et al. (1975),
onde observaram que eritrécitos Duffy negativos [Fy (a-b-)] apresentavam resisténcia a
invasdo de merozoitas de P. knowlesi cultivaveis in vitro. O mesmo resultado foi obtido em
investigacdo com P. vivax por Barnwell et al. (1989). Todavia, Miller et al. j4 haviam descrito
em 1976 que individuos afro-americanos com mesmo fenotipo, eram resistentes a malaria
vivax.

A diferenca na distribui¢io de P. vivax na Africa em comparagio com o resto do
mundo ¢ vista como uma consequéncia da falta de expressdo do antigeno Duffy nas células
vermelhas (fenotipo Duffy-negativa), que medeia a invasdo de reticulocitos por P. vivax, e ¢
altamente predominante nas populacdes africanas. Este cenario, € contrario ao observado em
populagcdes europeias, asiaticas e americanas nas quais o fenotipo Duffy positivo ¢ mais
comum. O padrio de distribuicdo do grupo Dufty ¢ atribuido a uma selecao natural positiva,
no qual o coeficiente de selecdo elevado, o coloca entre os mais fortes existentes no genoma
humano (Figura 4) (McManus et al., 2017). Isso porque o P. vivax requer a presenca de
receptor antigénico Duffy para quimiocinas na superficie das hemacias para ser capaz de
invadir células e causar doenca (revisdo em Mercereau-Puijalon e Ménard, 2010; Carter, 2003,
Rosenberg, de 2007; Howes et al., 2011).

Recentemente o alelo FY*BES foi associado a baixa densidade parasitaria e baixa
sintomatologia em pacientes infectados por maldria vivax em Manaus no estado do Amazonas
(Abou-Ali et al., 2019). Além disso, todos os participantes que possuiam mutagdes em Dufty,
também apresentaram baixa densidade parasitaria, o que reforga a possivel existéncia de uma

grande quantidade de habitantes servindo de reservatdrio humano para maldria na Amazonia



brasileira, ja citada em outros estudos (Albuquerque et al., 2010). A relagdo de protecao
observada em Duffy negativos contra malaria também tem sido estudada como um ponto
importante para o desenvolvimento de uma vacina contra malaria vivax (Sousa et al., 2014;

Chen et al., 2016).

FY'A frequoncy Fy8"’ frequency FY*B frequency Heterogeneity (20-60%)
[Js50-60% [ ]50-60% B so - s0% ] Py arya™

50 - 70% [ Jso0-70% B c0 - 70% ey BFYE"

I 7o - s0% [ 70- 80% 7o - 50% B Frarvs

I o0 - 90% 0 00 - 90% B =0 - s0% B A 3 ateles
- o5 B 90 - 95%

I 55 - 100% B o5 - 100%

Figura 4 — Frequéncia global dos alelos Duffy.
Fonte: Zimmerman et al., 2013.

1.3. FATORES GENETICOS RELACIONADOS AO TRATAMENTO DA MALARIA
1.3.1. Glicose-6-Fosfato Desidrogenase (G6PD)

A manifesta¢do clinica da doenca conhecida como favismo foi descrita por varios
médicos do Sul da Italia e Sardenha, no inicio do século XX (Fermi & Martinetti,1905),
relacionada a ingestdo de alguns alimentos. Teorias populares que relacionavam a
patogenicidade do favismo a efeitos toxicos ou adversos foram inicialmente relatados em
resposta a ingestao do feijao fava (Phaseolus lunatus L.) (Luisada, 1941; Sansone et al., 1958).
Posteriormente, o mecanismo que originava o favismo foi associado a deficiéncia da enzima
Glicose-6-Fostato Desidrogenase (G6PD). Paralelamente, Crosby (1956) relatou que a anemia
hemolitica grave decorrente do consumo de favas, assemelhava-se a anemia hemolitica
induzida pela droga antimalarica primaquina. A possivel relagdo entre os dois casos clinicos

também foi observada por Carson et al. (1956), quando identificaram individuos com a



mesma atividade enzimatica de G6PD, em niveis muito baixos nas células sanguineas,
desenvolvendo anemia hemolitica pela utilizagdo da mesma droga.

A GO6PD ¢ uma enzima que participa da via das pentoses-fosfato, catalisando a
primeira fase das reacdes. Essa fase resulta na formagao de trés compostos, um dos quais a
NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida), um importante redutor
utilizado por todas as células (Luzzatto er al, 1995; 2001; Voet & Voet, 2006). Nos
eritrocitos maduros, a presenga deste cofator € essencial, pois estas células ndo possuem
nucleo, mitocondrias e ribossomos, que sdo fontes de fator redutor nas outras células. Logo,
estes eritrocitos nao tém capacidade de solucionar problemas de estresse oxidativo,
decorrentes da diminuicdo da atividade da G6PD (Tishkoff et al., 2001). A via das pentoses-
fosfato € o nico processo de fornecimento deste cofator que além de ser requerido em varias
reacdes enzimatica essenciais de biossintese, atua como agente de defesa contra esses danos
oxidativos (Tsai et al., 1998).

A enzima G6PD possui peso molecular de 59 KDa e 515 aminoacidos. O gene da
G6PD esté localizado no brago longo do cromossomo X (Xq28), na regido telomérica, possui
12 introns e 13 éxons com aproximadamente 2Kb e 18Kb, respectivamente. O éxon 1 e parte
do 2 formam a regido ndo traduzida do mRNA, logo a sintese da enzima ¢ consequéncia da
traducdo de 12 éxons (Figura 5) (Martini et al., 1986). Apresenta heranga ligada ao cromosso

X e consequentemente maior incidéncia no género masculino (Cappellini & Fiorelli, 2008).
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Figura 5- Localizagdo do gene da G6PD demonstrando os éxons e os introns. No mRNA observam-se as
substituicdes de nucleotideo unico (variantes missense) que sdo representadas por circulos indicando
associagoes diferenciadas: anemia hemolitica ndo-esferocitica cronica (vermelho). Mutagdes da classe II, II1
e IV (roxos, amarelos e marrons respectivamente). Mutagdes ndo classificadas estdo representadas em verde.
Fonte: Gomez-Manzo et al., 2016.



Mais de 400 variantes bioquimicas de GO6PD ja foram relatadas e estdo distribuidas por
todo o gene (Beutler & Vulliamy, 2002). Estas resultam de aproximadamente 140 mutagdes ja
identificadas, sendo a maioria mutagdes pontuais (substituigdes de base unica), que nao
alteram a matriz de leitura. Este gene ¢ altamente polimodrfico. Em funcdo das baixas
frequéncias observadas de grandes delecdes e mutagdes como as nonsense, admite-se que a
auséncia desta enzima seja incompativel com a vida (Miwa & Fujii, 1996). A ampla varia¢ao
citada também esta presente nas manifestacdes clinicas, dependendo do grau de deficiéncia
enzimadtica, por isso em 1967 a Organizacdo Mundial de Saiade (OMS) fez as primeiras
recomendacdes para caracterizagao da deficiéncia em classes. Classes I e II s3o consideradas
graves (variante Mediterranea). Classe III ¢ moderada e esta representada principalmente pela
variante Africana G6PD*A-. A classe IV apresenta pequena diminui¢do funciona onde se
encontra a variante Africana G6PD*A, enquanto a classe V inclui apenas duas variantes com
atividade enzimdtica aumentada (>150%). A deficiéncia de G6PD (G6PDd) tem ampla
distribuicdo pelo mundo e a maioria dos portadores sdo assintomaticos (Howes e/ al., 2012).

As frequéncias das variantes sdo bastante heterogéneas, sendo as variantes Africanas e
a Mediterranea as mais comuns, depois do alelo selvagem (G6PD*B), juntamente com a
Seattle, comum na Sardenha, Grécia ¢ sul da Italia, e a Union encontrada também no sul da
Italia ¢ em chineses. A variante G6PD*A- é a mais comumente encontrada na Africa e,
consequentemente, em populagdes afrodescendentes, assim como ¢ observada na Espanha e
Portugal, entre outros (Beutler, 1991). Inicialmente, a variante G6PD*A- era considerada
homogénea quando estudada bioquimicamente, mas com o advento dos métodos de biologia
molecular; a investigagdo em nivel de DNA mostrou que essa variante era heterogénea. Todos
os tipos de G6PD*A- tém em comum a transi¢do A>G no nt 376, a mutagdo que caracteriza a
variante G6PD*A ou A+, além de uma segunda mutagdo, mais comum, a transicio G>A no
nucleotideo 202; ou alternativamente a transicdo 680 G>T ; ou a transi¢ao 968 T>C. A
variante Africana designada G6PD*A ou A+ ¢ devido uma transicdo A>G no nt 376 que
substitui o acido aspartico carregado negativamente com asparagina, o que resulta numa
mobilidade cletroforética semelhante a da variante G6PD*A-, mas com atividade enzimatica
normal. Esta variante ocorre em 20-30% dos africanos (Beutler, 1996; Luzzatto et al., 1989).

A segunda variante encontrada com maior frequéncia ¢ a Mediterranea, comum em
italianos, gregos, arabes, judeus orientais, persas ¢ em todos os paises em torno do mar
Mediterraneo (Ruwende & Hill, 1998). A mutagdo responsavel por essa variante ocorre no
éxon 6, posi¢cdo 563 substituindo citosina por timina (563 C>T), o que desencadeia a mudanga

do aminoécido serina para fenilalanina (188 Ser>Phe). Esta mudanca reduz a eficiéncia



catalitica e a estabilidade da enzima. Este alelo representa um dos tipos mais graves da
deficiéncia de G6PD (Kurdi-Haidar et al., 1990).

Mais de 400 milhdes de pessoas no mundo sdo afetadas pela deficiéncia de G6PD, o
que a torna a enzimopatia mais comum nos eritrocitos, causada pela redugdo da atividade ou
da estabilidade enzimatica (Luzzatto & Mehta, 1995). Sua distribuicdo abrange
principalmente a Africa, o sul da Europa, o Oriente Médio, sudeste da Asia e as ilhas centrais
e do sul do Pacifico. Apés o advento das grandes migragdes humanas, as variantes sao
encontradas amplamente distribuidas pelas Américas do Norte e do Sul, além de partes da
Europa (Frank, 2005). No Brasil, varios estudos realizados concordam que a variante africana
G6PD*A- ¢ a mais prevalente no pais. Na regido Norte, Hamel et al. (2002) analisaram 196
individuos assintomaticos em Belém e observaram 82,1% portadores de G6PD*A-. No Sul do
Brasil, Weimer ef al. (1993) encontraram aproximadamente 95% de deficientes com essa
mesma variante. Revisdo realizada por Weimer et al., (1998) sobre a deficiéncia de G6PD
(G6PDd) na América do Sul, incluindo mais de 17.000 individuos investigados (descendentes
de europeus, miscigenados negro/indio/branco ou negro/branco e amerindios), revelou que a
variante G6PD*Mediterrdnea ou G6PD*B- foi encontrada em apenas 0,1% da amostra
estudada, distribuida apenas na regido sul do Brasil (20 casos). Porém, essa variante foi
encontrada na regido sudeste, no estado de Sdo Paulo (Saad et al., 1997). Varios estudos com
G6PD tém demonstrado a importancia de conhecer o perfil da deficiéncia em populagdes da
regido Amazonica, inclusive a relacdo da deficiéncia com outras doengas (Schneider ef al.,
1987; Miranda-de-Carvalho, 2001; Pereira da Rocha, 2005). A variante Mediterranea foi
encontrada pela primeira vez em Manaus na regido Norte por Santana et al. (2013), no estado
do Amazonas, provavelmente resultante da imigracdo de arabes e judeus provenientes
essencialmente do Marrocos e Oriente Médio, segundo esses autores.

Desde a descoberta da manifestacdo clinica relacionada a G6PDd, discutiu-se o
impacto do emprego de principios ativos (drogas) para tratamento de diferentes doencas,
como a maldaria, em individuos que apresentam variantes neste gene (Beutler, 2007). Um dos
exemplos bem caracterizado na literatura € a utiliza¢do da droga primaquina no tratamento da
maldria, em regides como a Amazodnia brasileira, endémica para maldria, principalmente em
face da possibilidade da observagao de efeitos adversos em pacientes infectados e deficientes
para G6PD (Ramos-Junior et al., 2010). Em revisdo realizada na América Latina observou-se
que o Brasil apresenta 48,9% dos casos de anemia hemolitica aguda induzida por primaquina
(Monteiro et al., 2014). Esses resultados entre outros que envolvem a presenga de infecgdes,

vem sendo alvo de diversos estudos que mostram a necessidade de uma triagem quanto a
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deficiéncia de G6PD antes do tratamento antimaldricos nessas regides, de modo a evitar as
complicagdes clinicas e com melhor custo-beneficio para satide publica (Santana et al., 2014;
Peixoto et al., 2016).

A introducdo do teste de G6PD na triagem neonatal, a0 menos em populagdes com
frequéncias elevadas da deficiéncia ou sob algum fator de risco, j4 vem sendo discutida ha
anos (Kaplan & Hammerman, 2011; Keihanian et al., 2017). Esse procedimento ajudaria
principalmente na preveng¢ado do desenvolvimento de hiperbilirrubinemia e ictericia, condigdes
que recém nascidos deficientes de G6PD sdao mais propensos (Stadem et al., 2017). Apesar da
frequéncia da G6PDd encontrada em recém nascidos no Brasil permanecer em volta de 3%,
durante os anos, a incorporacdo na triagem em neonatos no Programa Nacional de Triagem
Neonatal foi rejeita pela Comissao Nacional de Incorporagdo de Tecnologias no SUS em 2018
(Ministério da Saude, 2018). Atualmente o teste de triagem neonatal ampliado, com
capacidade para detectar mais de 50 doencas, inclui a pesquisa da G6PDd, porém so6 ¢
ofertado de forma gratuita pelo sistema de saude publica no Distrito Federal.

Todavia, a relacdo entre a maldria e a deficiéncia de GO6PD ndo se limita a
complicac¢des induzidas pelo uso desta droga. Também tem sido sugerido uma relacdo de
protecdo contra a infec¢do causada pelo Plasmodium falciparum. O que justificaria a hipotese
de que a distribui¢do geografica dessa enzimopatia, apresenta elevadas frequéncias em areas
onde a malaria ¢ endémica (Figura 6) (Howes et al., 2012). Sugere-se que a variante Africana
G6PD*A- confere elevada protegdo contra maléria falciparum grave (Ruwende et al.,1995), e
que a rapida fagocitose de eritrocitos com a deficiéncia, parasitados por P. falciparum,
quando comparada as células normais, pode representar uma protecdo extra contra malaria
(Cappadoro et al., 1998). Esta relagdo de protecdo da enzimopatia contra malaria causada
pelo Plasmodium vivax também j& foi observada (Louicharoen et al., 2009; Santana et al.,
2013).

Do ponto de vista clinico, embora os individuos G6PDd sejam geralmente
assintomaticos durante toda a sua vida, o 6nus clinico desta condi¢do genética inclui uma
série de condi¢des hematologicas, incluindo anemia hemolitica aguda (AHA), ictericia
neonatal (NNJ) e anemia ndo esferocitica cronica (CNSA). Na América Latina (LA), a
enorme lacuna de conhecimento a respeito da G6PDd esta relacionada com a compreensao
escassa do Onus da manifestagdo clinica subjacente aos portadores de G6PDd. Em recente
revisdo da literatura, Monteiro et al. (2014) identificaram que a hemdlise em pacientes
utilizando primaquina parece ser a principal manifestagdo clinica da G6PDd na América

Latina e contribui para a morbidade dos pacientes com infec¢ao do P. vivax neste continente,
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embora os baixos numeros de casos notificados possam estar ligados a subnotificacdo de
complica¢des. Harcke et al. (2019), em recente revisao, reforcam a necessidade de
identificacdo dessa deficiéncia para evitar gatilhos que levem ao extresse oxidativo, reduzindo
assim o risco de manifestacdes clinicas melhorando a qualidade de vida dos paciente. Estes
resultados suportam a necessidade de melhores estratégias para diagnosticar e controlar a

G6PDd em nivel populacional.
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Figura 6- Distribuigdo global de G6PDd. Mapa elaborado com base na edi¢do e combinagdo de trabalhos
anteriores (WHO, 1989; Luzzatto & Notaro 2001; Howes ef al., 2012). A frequéncia alélica da deficiéncia é
representada pelo gradiente de cores demonstrado em areas onde a maldria ¢ endémica ou esta em fase de
eliminacdo. As variantes observadas em mais de uma populagdo sdo indicadas por circulos coloridos e
variantes locais por circulos cinza.

Fonte: Luzzatto et al., 2016.

1.3.2. Citocromo P450 (CYP2D6)

Em 1884, o0 médico irlandés Charles Alexander MacMunn descreveu pela primeira vez
0 pigmento respiratério do sangue, atualmente denominado de citocromo 1. Esses pigmentos
sdo proteinas presentes no sangue, geralmente ligadas a membranas dos eritrdcitos, com
capacidade para transportar elétrons, que exercem papel fundamental nos processos de
oxidacdo e redu¢do intracelular. A superfamilia CYP ou citocromo P450, ¢ composta por
proteinas responsaveis pelo metabolismo de varios substratos enddgenos e xenobidticos
diferentes, como a maioria dos medicamentos, logo apresentam alta expressao no figado

(Nebert e Russel, 2002)
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CYPs sdo as enzimas metabolizadoras dos farmacos de Fase 1 mais importantes. Entre
elas, a enzima CYP familia 2 subfamilia D membro 6 (CYP2D6) ¢ essencial nesta familia,
pois varios medicamentos de grande importancia clinica como antidepressivos (paroxetina),
antipsicoticos (risperidona, clozapina, olanzapina, aripiprazol), antiarritmicos (propafenona),
antihipertensivos (debrisoquina), antineoplasicos (tamoxifeno) e B-bloqueadores (carvedilol,
metoprolol, timolol) sdo metabolizados por ela (Zhou, 2009). Portanto, polimorfismos no
gene CYD2D6 podem alterar a nivel quantitativo e qualitativo a atividade enzimatica,
resultando em respostas alteradas dos individuos ao tratamentos farmacoldgicos (Bezerra, et
al., 2018).

O gene CYP2D6 esta localizado no brago longo do cromossomo 22 (22q13.1), com
aproximadamente 4.4 Kb. Altamente polimorfico, com mais de 100 alelos descritos (46
principais), resultado de diferentes tipos de mutagdes, principalmente polimorfismos de
nucleotidio unico (SNPs). Os alelos sdo denominados de alelos estrela e apresentam um
asterisco antes do numero, por exemplo, alelo *1 (estrela 1). Porém, rearranjos,
inser¢des/delecdes (indel), delecdo ou duplicagdes de todo o gene ja foram descritas. As
isoformas resultantes variam entre a disfun¢do enzimdatica completa ao metabolismo ultra-
rapido (Gaedigk et al., 2017). Devido essa diferenca funcional na proteina codificada, os
alelos CYP2D6 sao classificados em trés grupos: alelos de atividade nula (*3, *4, *5, *6);
alelos de atividade reduzida (*17, *10, *41) e alelos de atividade normal ou aumentada (*1,
*2, *35) (Brauch et al., 2009). Os fenotipos decorrentes das combinagdes genotipicas dos
alelos também sdo classificados de acordo com metabolizacdo farmacoldgica em:
metabolizadores fracos (PM; dois alelos inativos); metabolizadores intermedidrios (IM; um
alelo de atividade reduzida e um inativo ou dois alelos de atividade reduzida);
metabolizadores extensos (EM; pelo menos um alelo funcional), e metabolizadores
ultrardpidos (UM; trés ou mais copias funcionais) (Figura 7) (Teh et al., 2012; Gaedigk et al.,
2013).
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Figura 7- Localizagao e estrutura do gene CYP2D6.
Fonte: Scantamburlo ez al., 2017.

Devido ao seu papel no metabolismo de diversas drogas, a farmacogenética da enzima
CYP2D6 tem sido bastante estuda e acredita-se que ela atua no metabolismo de
aproximadamente 20% dos medicamentos prescritos (Sistonen et al., 2009). Entre eles, a
primaquina, Unica droga licenciada capaz de eliminar hipnozoitos de P.vivax e P. ovale.,
possui metabolismo complexo envolvendo a atividade de CYP2D2, que mesmo em
concentragdes relativamente baixas, comparada com outros CYP relevantes no tecido de
hepatocitos, possui grande importancia para geragao de metabolitos altamente reativos (redox)
(Marcsisin et al., 2016).

Esta funcdo chave exercida pela enzima CYP2D6 para eficicia no tratamento com
primaquina, primordialmente contra recaida de P. vivax, foi descrita apenas em 2013 por
Bennett e colaboradores, onde um ensaio clinico realizado com 33 pessoas saudaveis que
foram expostas a esporozoitos de P. vivax, através da picada de mosquitos infectados,
apresentaram falhas na terapia com primaquina imputaveis aos fendtipos intermedidrios e
nulos resultantes de polimorfismos no gene 2D6. Posteriormente, resultados semelhantes
foram obtidos em estudo com camundongos infectados por Plasmodium berghei com
knockout para CYP 2D (Pybus et al., 2013). Apoés esta descoberta, muitos questionamentos ao
uso da primaquina foram levantados, principalmente relacionados a existéncia de grandes
populagdes polimorficas com fendtipos intermediarios ou nulos, vivendo em areas endémicas
para malaria (Kitada, 2003; Bains, 2013; Baird et al., 2018).

As frequéncias dos alelos e dos fendtipos de CYP2D6 foram investigados nas
principais populagdes étnicas em sua distribui¢do geografica global e apresentaram diferengas

dentro das populagdes e entre elas. As variantes de atividade alterada ocorrem globalmente
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em todas as regides geograficas (Sistonen et al., 2007; Teh et al., 2012). No Brasil, 18 alelos e
duplicacdes foram encontradas, dentre eles 11 alelos (*1, *2, *4, *5, *10, *17, *29, *35, *41,
*162, *262) estavam presentes em todas as regides brasileiras. Enquanto outros foram
encontrados exclusivamente em uma regido, como o CYP2D6*34 na regido Nordeste
(Friedrich et al., 2014).

Na regido Norte, recente estudo realizado em Manaus demonstrou maior incidéncia de
recaida de P. vivax em individuos com fenotipos CYP2D6 de atividade reduzida (Brasil ef al.,
2018). No Pard, investigagdes de polimorfismos do citocromo P450 em individuos com
maldria vivax, tratados com primaquina, demonstraram a influéncia de variantes genéticas dos

genes CYP2CS8, CYP2C9 e CYP3A4 na depuragdo da gametocitemia (Sortica ef al., 2016).

1.4. REMANESCENTES QUILOMBOLAS

A populagdo negra brasileira apresenta uma especificidade genética que a distingue da
"de qualquer outra parte do mundo". Isto se deve a miscigenagdo, no pais, de negros
procedentes de diferentes regides da Africa, em distintas épocas, com caracteristicas culturais
e genéticas proprias. Os Bantos correspondem a cerca de 50% a 60% e sdo originarios de
regides situadas ao sul do continente. Os procedentes da baia de Benin representam
aproximadamente 40%. Percentagem pouco expressiva corresponde aos que sdo oriundos da
regido da Senegambia. Esta mistura genética e cultural resultou em uma populacao diferente
da populagio negra de outros paises da América e, inclusive, da propria Africa. Se nao
bastassem essas consideracdes sobre a miscigenagdo dos negros de diferentes grupos étnicos
africanos, houve ainda, no Brasil, uma intensa miscigenagdo com a populacido branca, de
origem portuguesa, e, em menor escala, com a populacdo indigena nativa. A frequéncia,
distribuicdo e causalidade das doengas mais incidentes na populacdo brasileira afro
descendente sdo influenciadas por estas caracteristicas de ordem genética e ainda fortemente
por fatores socioecondmicos que incluem o regime de escravatura vivido até o final do século
XIX e a posterior situagdo de exclusdo social, presente até nossos dias, de grande parcela
dessa populacdo (Ministério da Saude, 2001).

A migracdo forcada de cerca de quatro milhdes de africanos ocorrida no periodo de
1530 a 1850, complementada com a transferéncia de tecnologia, cultura, micro-organismos,
plantas, animais e estrutura social, tornou o Brasil o mais africanizado dos paises americanos,
exceto o Haiti. Dados reunidos por Vergolino-Henry & Figueiredo (1990) indicam que de
1775 a 1815 o trafico de escravos trouxe para a regido norte do Brasil cerca de 53.000

escravos importados diretamente da Africa pela Companhia Geral do Comércio do Grao-Para



15

e Maranhdo, bem como por particulares, e indiretamente através do trafico interno a partir de
outras regides brasileiras tais como Maranhdo, Bahia, Pernambuco e¢ Rio de Janeiro. Esses
dados também sugerem que a maioria dos escravos trazidos para o norte do Brasil foi
procedente de Angola, Mocambique, Congo e Tanzania (povos Banto), enquanto que um
menor numero deles foi trazido da Guiné-Bissau e Cabo Verde. Além disso, esses autores
encontraram evidéncias de que um pequeno numero de escravos procedentes da Guiana
Francesa e Suriname foi introduzido na regido (Amapa e Arquipélago do Marajd), alguns
deles pelo trafico ilegal e outros como fugitivos.

Seguindo o exemplo de outras regides brasileiras e paises sul-americanos, diversas
comunidades chamadas mocambos ou quilombos foram fundados na regido Amazonica por
escravos fugitivos, particularmente no estado do Pard, ponto de entrada de escravos africanos
na regido. Muitas dessas comunidades ainda permanecem relativamente isoladas, e muito de
sua identidade estéd preservada. O termo quilombo, que significa “aldeia” tem origem africana
na lingua Bantu (Munanga et al., 1996).

No Estado do Para sdo reconhecidas 240 comunidades quilombolas. As comunidades
quilombolas estdo distribuidas pelas mais diversas regides do Para e em pelo menos 40 dos
143 municipios paraenses existem comunidades remanescentes de quilombos, com
distribuicdo predominante nas mesorregides do Baixo Amazonas, Marajo, Nordeste e
Metropolitana de Belém (CPISP, 2010).

Na regido do Pard conhecida como Baixo Amazonas encontra-se cerca de 60
comunidades remanescentes de quilombos localizadas nos municipios de Oriximina, Obidos,
Santarém, Alenquer ¢ Monte Alegre. Sendo estas Boa Vista e Agua Fria. No rio Trombetas
sdo as comunidades de Bacabal, Arancuan de Cima, Arancuan do Meio, Arancuan de Baixo,
Serrinha, Terra Preta II e Jarauaca. No rio Erepecuru estdo Pancada, Araca, Espirito Santo,
Jauari, Boa Vista do Cumina, Varre Vento, Jarauaca ¢ Acapu. No Alto Trombetas localizam-
se Abui, Parana do Abui, Tapagem, Sagrado Cora¢do e Mae Cué. Nesta regido os maiores
mocambos foram construidos nos altos dos rios Trombetas, Erepecuru e Curud, acima das
cachoeiras, em areas navegaveis, pois esta localizag¢do era de captura dificil, porém permitia o
plantio e o comércio com cidades da regido (Castro & Marin, 2004)

Em relacdo a regido metropolitana, Belém ¢ o centro econdmico e politico do Para
desde o século XVIII. Em seus arredores existiram inimeros sitios e fazendas de cana-de-
acucar, algoddo, mandioca, tabaco, espalhadas pelos rios Guamd, Acara, Moju, Capim e
Bujaru e de onde surgiram inimeras comunidades quilombolas. As comunidades quilombolas

j& reconhecidas na mesorregido metropolitana de Belém localizam-se nos municipios de
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Ananindeua, Bujaru e Santa Isabel do Para. Nesta regido apenas a comunidade de Abacatal ja
tem as suas terras tituladas (CPISP, 2010).

Até a década de 1990, a regido de Trombetas, onde vivem quilombolas e ribeirinhos,
era considerada endémica de malaria, respondendo pela maioria dos casos de malaria
registrados no municipio de Oriximind, sendo responsavel pela maioria dos casos de malaria
registrados no municipio de Oriximind. A partir do ano 2000, entretanto, houve uma redugao
significativa no nimero de casos na regido. Inicialmente, devido a implantacdo de um projeto
de controle da malaria na regido do rio Trombetas, pela Mineracdo Rio do Norte SA, em
colabora¢do com o Setor Endémico do Municipio de Oriximind e posteriormente com o apoio
do Ministério da Satide do Brasil, através do Programa Nacional para o Controle da Malaria
(PNCM), iniciado em 2003. Com essas ac¢des, o municipio de Oriximina, que era considerado
regido de médio risco para maldria, passou a ser considerado de baixo risco durante um tempo,
porém voltou a ter um aumento com base no indice parasitario anual (IPA) de 2021, segundo
dados do Ministério da Satde. Logo procedimentos para pronto diagnostico e tratamento da
doencga serdo necessarios novamente. Assim, o monitoramento da G6PDd e do metabolismo
de CYP2D6 para uso de primaquina deve desempenhar um papel importante na rotina de
atendimento das comunidades afro descendentes.

Diante desse cenario, estamos propondo a investigagdo no Rio Trombetas, localidade
paraense que constitui area risco para malaria, de fatores genéticos do hospedeiro humano que
participam dos mecanismos de protecdo inata e especifica na maléria, que poderdo ajudar a

esclarecer aspectos da epidemiologia dessa patologia.

2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL:

Investigar a prevaléncia de variantes genéticas nos genes ACKRI, G6PD e CYP2D6
associados a infeccao e tratamento da malaria, visando contribuir para o controle e prevencao

da maléria em uma regido endémica do Para: Oriximina (Rio Trombetas).

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Identificar as frequéncias alélicas e genotipicas das mutag¢des que definem o sistema
sanguineo Dufty;

- Investigar a prevaléncia da deficiéncia da enzima G6PD;

- Genotipar duas mutagdes de G6PD associadas a variante Africana ¢ uma mutacao

associada a variante Mediterranea;
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- Analisar as frequéncias alélicas e genotipicas de seis polimorfismos de CYP2D6;

- Descrever as frequéncias dos provaveis haplotipos obtidos a partir das combinagdes
genotipicas dos polimorfismos de CYP2D6;

- Definir os alelos estrela relacionados a esses polimorfismos;

- Classificar a atividade enzimatica de CYP2D6 de acordo com as combinagdes
haplotipicas estabelecidas;

-Associar os haplotipos de CYP2D6 com a deficiéncia de G6PD e o tipo sanguineo
Duffy nas amostras de quilombos do rio Trombetas para verificar uma possivel prote¢ao

(Oriximind, PA).

3. METODOLOGIA
3.1. AREA DE ESTUDO

O estudo foi realizado em populagdes localizadas ao redor do Rio Trombetas no
municipio de Oriximind, que estd localizado na mesoregido do Baixo Amazonas e possui 37
comunidades rurais afrodescendentes remanescentes de antigos quilombos situadas nas
margens dos Rios Trombetas, Erepecuru, Cumind e Acapu, totalizando cerca de 10.000
quilombolas (CPISP, 2019) (Figura 8). De acordo com o ultimo boletim epidemioldgico do
Ministério da Satde o municipio esta classificado como area de médio risco de acordo com

seu IPA (6,9).

,- ' —
< D LEGENDA
Terra Quilombala Titulade
J-' : Terra Quilombola

f I em Processo de Regulaiiacao

|
\ |:| Unidade de Conservagao

Sabreposicae da UC

»

em Terras Qulembalos

< 7
= /\Ca/chozlru &
— | Porteira ' Aty Comunidade Quilombola
- %
[ Arlramba
| = —
x.\___x&
Alto r
Trombetas i Trombetas
v |
Al | Boa Vista i .
gl . gua Fria
Trombetas 2 xﬂ\"\
)
i Oriximing
e ©

Figura 8- Terras Quilombolas e Unidades de Conservagdo em Oriximina.
Fonte: CPISP, 2016 (com adaptacdes).
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3.2. AMOSTRA POPULACIONAL

A amostra populacional estudada foi constituida por 225 individuos divididos entre
seis comunidades de remanescentes quilombolas do municipio de Oriximinga, as margens do
rio Trombetas, sendo elas Abui (51 total, 32 mulheres ¢ 19 homens), Arancuan (15 total, 9
mulheres e 6 homens), Boa Vista (14 total, 7 mulheres e 7 homens), Cachoeira Porteira (89
total, 69 mulheres e 20 homens), Juquirizinho (24 total, 10 mulheres e 14 homens) e Tapagem

(32 total, 18 mulheres e 14 homens).

3.2.1. Obtencao das amostras
Foram coletados 5 mL de sangue em sistema de coleta a vacuo, sendo um tubo

contendo anticoagulante (EDTA).

3.2.2. Extracdo de DNA
A extracdo de DNA foi realizada utilizando o Kit Extracdo Mini Spin Plus da BIOPUR
com adaptacdes e algumas amostras foram extraidas utilizando a técnica descrita por Lahiri et

al. (1991) com adaptagdes.

3.3. GENOTIPAGEM

3.3.1. Genotipagem do sistema sanguineo Duffy

A identificagdo dos trés alelos do sistema sanguineo Duffy (FY*4, FY*B ¢ FY*BES) foi
realizada pela técnica da PCR em tempo real (Real Time PCR). As sondas e iniciadores
utilizados sdo desenvolvidas pelo sofiware File Builder 3.1 da Applied Biosystems,
antecedidas por identificacdo das sequéncias analisadas em consulta prévia ao genebank

(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Duas rea¢des foram realizadas, uma para identificar o

polimorfismo da regido promotora (T>C) e a outra o polimorfismo do sitio que especifica o
alelo FY*4 ou FY*B (G>A). As sequéncias dos iniciadores e das sondas para cada

polimorfismo sdo apresentadas na (Tabela 1).

Para realizar cada rea¢do serdo usados 2ul. de DNA, 5Sul. de MasterMix (Applied
Biosystems), 0,18uL das sondas (40X) e 4,82uL. de 4gua, completando um total de 12uL de
reagentes. Estes serdo colocados na Placa de leitura optica que foi ao Real Time PCR System
da Applied Biosystems para realizarem ciclos de 10 minutos a 950C, 15 minutos a 920C (40X)
e 1 minuto a 600C (40X).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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Tabela 1- Iniciadores ¢ sondas que serdo usados para genotipagem do sistema sanguineo

Duffy por PCR em Tempo Real.

Oligonucleotideos

Sequéncia

REGIAO PROMOTORA

Iniciador Forward

Iniciador Reverso

Sonda 1: Gata-ativo

Sonda 2: Gata-inativo

FY*4/FY*B

Iniciador Forward

Iniciador Reverso

Sonda FY*A

Sonda FY*B

5> CTGATGGCCCTCATTAGTCCTT 3’

5 GCTGGGACGGCTGTCA 3°

5’ TGCTTCCAAGATAAGAGC 3’ - VIC

5> CTTCCAAGGTAAGAGC 3’ - FAM

5> CTATGGTGTGAATGATTCCTTCCC 3°

5" CAGAGTCATCCAGCAGGTTACAG ¥’

5" TGGAGACTATGGTGCCAAC 3’

5> TGGAGACTATGATGCCAAC 3’

Nos casos em que os individuos forem heterozigotos para a regido promotora e para a

regido alélica FY*4/FY*B, sera necessaria a realizagdo de PCR convencional para

confirmacdo dos genoétipos. Para a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em sistema

convencional, serdo utilizados quatro conjuntos de primers (iniciadores) alelo-especificos

distintos, técnica descrita por Olsson et al (1998) (Tabela 2). Os iniciadores utilizados sao

FY*AB2 e GATA FY2 que sdo iniciadores sense da regido promotora do gene FY que

apresenta o polimorfismo T-33C que define qual desses dois iniciadores ird se anelar. Os

iniciadores antisense da regido polimorfica do FY*4/FY*B sdo denominados de FY*AREV e

FY*BREV?2 (Figura 9).
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Tabela 2- Oligonucleotideos que serao usados como primers na PCR convencional para
genotipagem do Sistema sanguineo Duffy (Olsson et al, 1998).

Primer Sequéncia nucleotidica

GATAFY2 5’- CTCATTAGTCCTTGGCTCTTAC -3°
FY*AB2 5’- CTCATTAGTCCTTGGCTCTTAT -3°
FY*AREV 5’- AGCTGCTTCCAGGTTGGCAC -3°
FY*BREV2 5’- AGCTGCTTCCAGGTTGGCAT -3’

Na PCR convencional os primers serdo combinados para a detec¢do de quatro
possiveis alelos: FY*45S, FY*BES, FY*4 e FY*B (Tabela 3). Isso quer dizer que para cada
individuo serdo feitas quatro reacdes em cadeia da polimerase (PCR) distintas, ou seja, com

quatro combinagdes de primers.

Promotor Exon 0.1 Exon 1
FY*A B FY*A REV
GATA FY, FY*B REV,
Gata-1 FY*A | FY*B

Figura 9- Esquema do l6cus génico FY* e a posi¢do dos iniciadores (primers) para a genotipagem do gene. Os
circulos indicados como GATA-1 e FY*4/FY*B representam os polimorfismos na regido promotora e
codificadora do FY, respectivamente (Olsson et al, 1998).

As misturas da PCR incluiram 100 ng DNA gen6mico, 0.2p de cada primer, 100p de
dNTP, 1,50 MgCI2 e 0,51 AmpliTaq Gold polimerase (Perkin Elmer, EUA) no buffer de
AmpliTaq Gold fornecido pela Perkin Elmer em um volume de reagdo de 25 uL. As misturas
foram incubadas durante 8 min a 95° C, seguido por 10 ciclos de 94° C por 1 min e 69° C por
1 min, 25 ciclos de 94° C por 1 min, 64° C por 1 min e 72° C por 1 min e uma incubagao final

a 72° C por 10 min (Tabela 4).
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Tabela 3 - Combinagdes de iniciadores nas PCR para identificar os alelos do Sistema

sanguineo Duffy (Olsson et al, 1998).

Combinagdes de primers Primer sense Primer antisense ~ Alelo detectado
A GATA FY2 FY*A REV FY*4ES

B GATA FY2 FY*B REV2 FY*BES

C FY*AB2 FY*A REV FY*4

D FY*AB2 FY*B REV2 FY*B

Tabela 4 - Condigdes da PCR convencional.

Ciclo Repeticoes Temperatura (OC) Tempo Fungao

1 1 95 8 minutos . da
AmpliTaqGold

2 10 94 1 minuto Desnaturagao

3 10 69 1 minuto Hibridizacao

4 25 94 1 minuto Desnaturacgao

5 25 64 1 minuto Hibridizagao

6 25 72 1 minuto Extensao

7 1 72 10 minutos Extensdo

Os fragmentos de DNA amplificados foram separados eletroforeticamente por 60
minutos sob uma corrente elétrica de 110 volts em gel de agarose a 2% com tampao TAE 1X
acrescido de brometo de etidio (10 mg/mL), e visualizados em transiluminador com fonte de
luz ultravioleta. A identificacdo dos genoétipos € feita de acordo com o esquema apresentado

na (Figura 10).
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Fy (a+b+) Fy(a+b-) Fy(a-b+) Fy(a-b-) Fy(a+b-) Fy(a-b+) —p Fendtipos

711pb_’ - - - - - - . - -

ABCDI |ABCD |ABCD |ABCD |aBCDI|ABCD

FY*AFY*B  FY*AFY*A  FY*BFY*B FY*BES FY*BES FY*AFY*BES FY*BFY*B®_ Genétipos

Figura 10- Representagdo esquematica da eletroforese em gel de agarose para detec¢do dos seis mais frequentes
gendtipos na determinacdo fenotipica. Os elementos graficos A, B, C e D representam as combinagdes de
iniciadores descritas na tabela 1. Os fragmentos de 711 pb representam a amplificagdo dos alelos do Sistema
Dufty.

3.3.2. Investigagao das variantes GO6PD A e G6PD MED

Para genotipagem de G6PD Africana foram analisadas as duas principais mutagdes no
gene que codificam a enzima e que reduzem a expressdo da mesma. A primeira mutacao
constitui um polimorfismo, identificado pelo rs1050829 (376A>G), que resulta na
substitui¢do de asparagina por acido aspartico na posi¢do 126 do peptidio (ASN126ASP). A
segunda mutagdo também constitui um polimorfismo, identificado pelo rs1050828 (202G>A),
que resulta na substituicdo de valina por metionina na posi¢ao 68 da enzima (VAL6SMET).
Para genotipagem de G6PD MED a mutagdo analisada foi identificada pelo rs5030868
(563C>T), que resulta na substituicdo do aminoacido serina por fenilalanina na posi¢ao 188
(SER188PHE) (Tabela 5). Os ensaios com os iniciadores e as sondas para genotipagem em

Tempo Real foram obtidos junto a Applied Biosystems.

Tabela S - Polimorfismos presentes nas variantes Africana e Mediterranea do gene G6PD.

Ponto
Posicao SNP
Variantes G6PD de Alelos o Amino4cidos ‘
enzimatica referéncia
mutagao
A 376 A>G 126 ASN > ASP rs1050829
Africana A-
202 G>A 68 VAL >MET  rs1050828
(376 +)

Mediterranea  MED 563 C>T 188 SER > PHE rs5030868
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3.3.3. Investigagdo das variantes de CYP2D6

Para genotipagem do CYP2D6 analisaram-se seis polimorfismos que codificam
determinados alelos estrelas descritos com maior frequéncia na regido Norte do Brasil. Estes
alelos estdo subdivididos de acordo com a funcionalidade enzimatica da isoforma gerada:
alelos afuncionais (*4), fungado reduzida (*10, *17, *41), funcao normal (*1,*2) (Hutz et al.,
2014) (Tabela 5). Utilizaram-se ensaios TagMan de acordo com os protocolos do fabricante
para a discriminagdo de alelos em seis loci polimérficos CYP2D6, sendo eles:
-1584C>G (1080985), 31G>A (rs769258), 100C>T (rs1065852), 1023C>T (rs28371706),
1846G>A (rs3892097) e 2988G>A (rs28371725). A combinagdo genotipica dos
polimorfismos foi gerada utilizando software Arlequin versdo 3.11 e os hapldtipos resultantes
foram caracterizados a partir de pesquisa no repositorio Pharmacogene Variation Consortium

(PharmVar) (https://www.pharmvar.org/gene/CYP2D6).

3.4. ANALISE ESTATISTICA

As frequéncias genotipicas e alélicas serdo estimadas por simples contagem. Os dados
serdo processados em planilhas do Microsoft Excel gerando-se bancos de dados. As
comparagdes entre as frequéncias alélicas e genotipicas entre diferentes genes serdo feitas
utilizando-se a analise y*x2 usando o programa Bio-Stat 5.0 e SPSS (Statistical Package for

Social Sicences).

Tabela 6 - Genotipos variantes do gene CYP2D6, alelos polimoérficos e nivel de atividade
enzimatica.

Polimorfismos

Alelos do Atividade
CYP2D6 enzimatica
-1584 31 100 1023 1846 2988
C>G G>A C>T C>T G>A G>A
*1 C G C C G G Normal
*2 G G C C G G Normal
*4 C G T C A G Nula
*10 C G T C G G Reduzida
*17 C G C T G G Reduzida
*35 G A C C G G Normal
*41 G G C C G A Reduzida

Fonte: Friedrich e/ al., 2014 (com adaptagdes).


https://www.pharmvar.org/gene/CYP2D6
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4. RESULTADOS
4.1. GENOTIPOS DE DUFFY

Nos 225 individuos estudados foram encontrados seis genotipos. O alelo mais
frequente foi o FY*BES, 51,8% (233/450). Do total 29,7% (67/225) dos individuos eram
homozigotos para FY*BES (Duffy negativos) e 44,0% (99/225) eram heterozigotos para esse
alelo (27,1% FY*A/FY*BES € 16,9% FY*BES/FY*BES) (Tabela 7). As frequéncias alélicas estdo
em equilibrio de Hardy-Weinberg.

4.2. VARIANTES DE G6PD

Na populagdo estudada a prevaléncia da deficiéncia de G6PD foi de 2,2% (5/225),
todos homens hemizigdticos. As frequéncias das variantes encontradas foram: G6PD*A-
(376G/202A), 5 (2,2%) homens hemizogotos e, 19 (8,4%) mulheres (2 homozigotas para o
polimorfismo 376 e heterozigotas para 202 e 17 heterozigotas nos dois pontos). A variante
G6PD*A (376G) foi encontra em 3 (1,3%) homens hemizigotos, 22 (9,8%) mulheres (18

heterozigotas e 4 homozigotas) (Tabela 8).

A variante Mediterranea (G6PD ¢.563C>T) ndo foi encontrada na amostra. As
frequéncias globais dos alelos G6PD*B, G6PD*A- ¢ G6PD*A foram 81,1%, 6,5% ¢ 12,4%,
respectivamente. A amostra encontra-se em equilibrio de Hardy-Weinberg ¢ a analise da
distribuicdo das variantes revela que a variante G6PD*A mesmo sendo mais comum que a
G6PD*A-, apresenta frequéncia bastante aproximada, 11,1% e 10,7% respectivamente. A
associacdo entre os genotipos de G6PD e Duffy ndo foram estatisticamente significativos

(p=0,165) (Tabela 9).

4.3. VARIANTES DE CYP2D6

Dos seis polimorfismos investigados o 31G>A foi o unico ndo encontrado na
populacdo. A predi¢do genotipica demonstrou a existéncia de um total de 22 haplétipos, sete
que identificam alelos estrela diferentes e 15 que caracterizam variagdes desses alelos. Os
alelos mais frequentes foram *1 com 20,2% (91/450) (Tabela 10). As combinagdes
genotipicas dos alelos para cada individuo foram selecionadas baseadas na maior frequéncia
observada, quando havia mais de uma possibilidade. O que resultou em 53 combinagdes
diferentes ou 35 quando os hapldtipos variantes de uma mesmo alelo foram agrupados,
classificados em trés fenotipos de metabolizacdo farmacologica. No total 63,1% (142) dos

individuos sdo metabolizadores extensos (EM), 30,7% (69) sdo metabolizadores
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intermediarios (IM) e 6,2% (14) metabolizadores fracos (PM). As combinagdes haplotipicas
mais comuns foram *4/*1 presente em 21,8% (49/225) da amostra ¢ *10/*4var em 15,1%

(34/225).
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Tabela 7. Frequéncias dos alelos e gendtipos Dufty.

Genotipos N (%)
Alelos N (%)
FY*A/FY*A  FY*A/FY*B FY*A/FY*BES FY*B/FY*B FY*B/FY*BYS  FY*BESFY*BES
FY*4 121 (26,9)
FY*B 96 (21,3) 17 (7,6) 26 (11,6) 61 (27,1) 16 (7,1) 38 (16,9) 67 (29,8)

FY*BES 233 (51,8)

Tabela 8. Frequéncias dos alelos de G6PD.

Alelos N (%)
Género N (%)
G6PD*B G6PD*A- G6PD*A
Masculino 80 (35,6) 72 (90,0) 5(6,2) 3(3,8)
Feminino 145 (64,4) 228 (78,6) 19 (6,6) 43 (14,8)

Total 225 (100.0) 300 (81,1) 24 (6,5) 46 (12,4)
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Tabela 9 - Genotipos de GO6PD e do sistema sanguineo Duffy.

i Genotipos Duffy
Genotipos
G6PD FY*4/ FY*4/ FY*4/  FY*B/ FY*B/ FY*Bts/  Total
FY*4  FY*B FY*BES FY*BES  FY*B  FY*BES
AA/GG 10 23 49 52 11 31 176
(B) &7 131 (278 (295  (63)  (17.6)  (100)
AG/GA 3 1 6 4 1 2 17

(A-) (17,6) (5,9) (35,3) (23,5) (5,9) (11,8) (100)

AG/GG 3 0 1 7 4 3 18
A) (16,7) (0,00  (5.6) (389) (222) (167)  (100)

GG/AA 0 ?
(A) 0.0) (400 2@00) 000 000 1(00) 5(100)
GG/GA

A9 0(0,00 0(0,0) 0(0,0) 2(100) 0(0,00 0(0,0) 2(100)
GG/GG 1

*) (1a3) 0©0 3429 20286 000 10143 7(100)
Tl oo e oy @8 o 38069 5

(7,6) (11,6) (27,1 (7,1) (100)

4.4. DUFFY x G6PD x CYP2D6

A tabela 11 mostra uma analise de associagdo dos fatores genéticos do sistema
sanguineo Duffy, variantes de G6PD e atividade metabdlica de CYP2D6, onde ndo foi
encontrado resultado estatisticamente significativo, porém ¢ importante ressaltar que todos os
individuos com a variante Africana A- (GG/AA), encontram-se no grupo de metabolizadores
extensos com frequéncia de 3,5% (5/142) e desses 60% (3/5) apresentam pelo menos um
alelo FY*BES,

A seguir foram realizadas comparagdes isoladas em relagdo ao metabolismo do CYP
com a deficiéncia de G6PD e posteriormente com sistema sanguineo Duffy. Resultados
estatisticamente significativos foram observados na tabela 12 (CYP e G6PD) (p=0,000), o que
ja era esperado visto que 100% dos deficientes de G6PD encontram-se no mesmo fendtipo de
metabolizacdo extensa (EM) para o CYP2D6. A associacdo dos genotipos Duffy e
metabolismo de CYP2D6 ndo apresentou resultado estatisticamente significativo, entretanto
70% (100/142) dos individuos EM para CYP2D6 expressam ao menos um alelo FY*BES
(Tabela 13).
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Tabela 10. Alelos, gendtipos e atividade enzimatica de CYP2D6.

Polimorfismos Atividade
Alelos L
-1584 31 100 1023 1846 2988 N (%) enzimatica
cC>G G>A C>T C>T G>A G>A
*1 C G C C G G 91(20,2)  Normal
*2 G G C C G G 63 (14,0)  Normal
*4 C G T C A G 20 (4,5) Nula
*4var C G C C A G 4(0,9) Nula
*4var C G C T A G 86 (19,1) Nula
*4var C G C T A A 15 (3,3) Nula
*4var C G T T A G 6 (1,3) Nula
*4var C G T T A A 1(0,2) Nula
*4var G G C C A G 6 (1,3) Nula
*4var G G C C A A 2(0,4) Nula
*4var G G C T A G 29 (6,5) Nula
*4var G G T C A G 3(0,7) Nula
*4var G G T T A G 1(0,2) Nula
*4var G G T T A A 0 (0,0) Nula
*10 C G T C G G 56 (12,5) Reduzida
*17 C G C T G G 39(8,7) Reduzida
*17var G G C T G G 1(0,2) Reduzida
*41 C G C C G A 7 (1,6) Reduzida
*41var G G C C G A 1(0,2) Reduzida
*41var G G C T G A 5(L1) Reduzida
*41var G G T C G A 3(0,7) Reduzida
*64 C G T T G G 11(2,4) Reduzida




Tabela 11. Genotipos de G6PD e Duffy classificados por atividade enzimatica de CYP2D6.
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Gendtipo Duffy N (%)
Atividade de CYP FY*A/FY*A  FY*A/FY*B  FY*A/FY*BES — FY*B/FY*BES — FY*B/FY*B  FY*BES/FY*BES Total
AA/GG (B) 8 (7,1) 19 (16,3) 26 (23) 32(28,3) 6 (5,3) 22 (19,5) 113 (100,0)
AG/GA (A-) 1(11,1) 0 (0,0) 4 (44.4) 3 (33,3) 0 (0,0) 1(11,1) 9 (100,0)
EM  Genétipo  AG/GG (A) 3 (30,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 2 (20,0) 2 (20,0) 3 (30,0) 10 (100,0)
G6PD  GG/AA (A-) 0 (0,0) 2 (40,0) 2 (40,0) 0 (0,0) 0 (0,0%) 1 (20,0) 5(100,0)
GG/GG (A) 1 (20,0) 0 (0,0) 3 (60,0) 1 (20,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 5(100,0)
Total 13 (9,2) 21 (14,8) 35 (24,6) 38 (26,8) 8 (5,6) 27 (19,0) 142 (100,0)
AA/GG (B) 1(1,9) 4(7,4) 20 (37,0) 16 (29,6) 5(9,3) 8 (14,8) 54 (100,0)
Gendtipo  AG/GA (A-) 2 (25,0) 1(12,5) 2 (25,0 1(12,5) 1(12,5) 1(12,5) 8 (100,0)
M G6PD AG/GG (A) 0 (0,0) 0 (0,0) 1(16,7) 3(50,0) 2(33,3) 0 (0,0) 6 (100,0)
GG/GG (A) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 1 (100,0) 1 (100,0)
Total 3(4,3) 5(7,2) 23 (33,3) 20 (29,0) 8 (11,6) 10 (14,5) 69 (100,0)
AA/GG (B) 1(11,1) 0 (0,0) 3(33,3) 4 (44.,4) 0 (0,0) 1(11,1) 9 (100,0)
Gendtipo  AG/GG (A) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 2(100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 2 (100,0)
PM  G6PD  GG/AG (A-) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 2 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 2 (100,0)
GG/GG (A) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 1 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 1 (100,0)
Total 1(7,1) 0 (0,0) 3(21,4) 9 (64,3) 0 (0,0) 1(7,1) 14 (100,0)
Total Geral 17 (7.,5) 26 (11,6) 61 (27,1) 67 (29,8) 16 (7,1) 38 (16,9) 225 (100,0)
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Tabela 12. Genotipos de G6PD e atividade enzimatica de CYP2D6.

Genotipo G6PD N (%)
Atividade
de CYP AA/GG AG/GA AG/GG GG/AA GG/GA GG/GG Total
(B) (A-) (A) (A-) (A-) (A)
EM 113(79,6) 9(6,3) 10(7,00 53,5 0(0,00 5(3,5 142(100)
IM 54(78,3) 8(11,6) 6(8,7) 0(0,00 0(0,00 1(1,4) 69(100)
PM 9 (64,3) 00,00 2143 00,00 2(143) 1(7,1) 14(100)

Total 176 (78,2) 17(7,6) 18(8,0) 5(22) 2(0,9) 7(3,1) 225(100)

Tabela 13. Genotipos de Duffy e atividade enzimatica de CYP2D6.

Genotipo Duffy N (%)
Atividade de
CYP FY*4/ FY*4/ FY*4/ FY*B/ FY*B/ FY*BEY Total
FY*4  FY*B FY*BES [FY*BES FY*B FY*RBES
3 > 23 20 8 10

M 43)  (72) (333 (2900 (11,6) (14,5 69 (100)
PM (7,1) (0,00 (21,4) (643) (0,00  (7.1) 14 (100)
Total 17 26 61 67 16 38 225 (100)

(7,6) (11,6) (27,1) (29,8) (7,1) (16,9)

5. DISCUSSAO

O alelo mais comum no sistema sanguineo Duffy foi FY*BES com frequéncia de
51,8%, o que concorda com estudo realizado por Perna et al. (2007) em populagdes afro
brasileiras na regido Amazodnica (Trombetas, Magazao Velho, Pitimandeua e Curiau) onde a
frequéncia encontrada foi de 63,7%. Assim como os dois genotipos mais frequentes
FY*BES/FY*BES (29,8%) e FY*A/FY*BES (27,8%), foram também os mais encontrados por
Perna et al. (2007) com frequéncias de 44,2% e 26,3% respectivamente. O efeito protetor do
fenotipo Duffy negativo em relacdo a maléria vivax ja estd descrito na literatura a algum
tempo, demonstrado por mecanismos de infecgdo e pela distribuicdo geografica da patologia.

Em uma andlise de distribuicao global do sistema sanguineo Duffy realizada por Howes et al.
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(2011), foi observado que na regido Norte do Brasil e por todo o litoral brasileiro o alelo
FY*BES ¢ o mais encontrado, com frequéncias que variam de 30 a mais de 50%, o que
corrobora os resultados encontrados nesta analise.

A frequéncia elevada do genotipo FY*A/FY*BES pode sugerir uma possivel relagdo de
protecdo desse gendtipo também, como em uma comparagdo entre pacientes infectados por P.
vivax ¢ doadores de sangue saudaveis realizada por Cavasini et al., (2007), onde demonstrou-
se que o genodtipo FY*4/FY*BES era menos frequente nos infectados. King et al. (2011)
sugeriram que este aumento do alelo FY*4 assim como do alelo FY*BES (atingindo fixagdo
genética em muitas populagdes) ¢ uma forma de melhorar a resisténcia humana contra a
malaria P. vivax.

As relagdes de protegdo entre Duffy negativos e deficientes de G6PD na malaria
vivax estdo descritas na literatura (Leslie ef al., 2010; Louicharoen et al., 2009; Santana et al.,
2013), desse modo ¢ possivel considerar que a ocorréncia do alelo FY*B%S ¢ de uma G6PD
variante em frequéncias polimorficas, pode gerar melhor protecdo contra malaria na
populacao estudada, esta co ocorréncia foi observada em 37 individuos (16.4%) no presente
estudo.

Em relacdo as variantes de G6PD, os resultados do presente estudo mostram que a as
variantes africanas sdo amplamente identificadas na populacdo, diferentemente da variante
Mediterranea, o que ¢ esperado de acordo com a literatura, pois estas variantes foram
descritas como mais detectadas na Africa e em afro descendentes, por isso carregam o nome
de origem (Beutler, 1991). Apesar da grande miscigenacdo observada no Brasil gerar
diferengas de frequéncias em relacdo a populagdes com caracteristicas mais preservadas, a
variante Africana G6PD*A- ¢ a mais prevalente no pais, mesmo entre populagdes com
ascendéncia mais distintas como a regido Norte e a regido Sul (Santos ef al., 1987;Weimer et
al., 1993; Hamel et al., 2002). E principalmente entre os afro descentes de varias regides do
pais (Saad et al., 1997, Compri et al., 2000). As frequéncias das variantes Africanas
G6PD*A- (376 A>G e 202 G>A) e G6PD*A (376 A>G) encontradas no presente estudo
foram 10.7% e 11,1%, respectivamente. Essas frequéncias sdo elevadas quando comparadas a
outros estudos em populagdes da Africa subsaariana (Carter et al., 2011; Howes et al., 2013),
e se assemelham as encontradas no oeste da Africa e Repuiblica da Guiné, por Millimono et al.
(2012) onde a variante G6PD*A também apresentou maior frequéncia (17,6%) do que a
G6PD*A- (5,7%).

Quando analisamos a frequéncia aqui obtida para a variante G6PD*A- entre os

individuos do sexo masculino (6,3%), foi superior as frequéncias observadas na regido Norte
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em homens da cidade de Manaus, Amazonas (3.8%), por Santana et al. (2013) e em homens
do vale do Jurua, Acre, por Dombrowski et al. (2017). A frequéncia observada entre os afro
descendentes de maneira geral ¢ mais elevada do que as descritas na regido Sudeste, em
Campinas (6.1%) e Sao Paulo (5.8%) por Mezzacappa et al. (2010) e Oliveira et al. (2009),
respectivamente. E até mesmo da observada na regido Nordeste, em Salvador (8.2%), Bahia,
por Moura-Neto et al. (2008), uma populagdo com origem predominantemente africana
(Santos et al., 2016). Porém, ¢ mais baixa do que as encontradas em populagdes afro
descendentes da regido Norte (14.4%), por Miranda-de-Carvalho (2001).

Em relagdo a variante G6PD*A, a elevada frequéncia encontrada (11,1%), supera
bastante as observadas em Salvador, Bahia (3.1%), por Moura Neto et al. (2008). Essa
frequéncia elevada observada no presente estudo pode ser uma caracteristica da populacao
afro descendente que originou as comunidades no estado do Pard. Além disso, as baixas
frequéncias observadas em outros estudos podem ser decorrentes da forma de amostragem
utilizada na maioria destes, que € iniciada por triagem bioquimica para posterior analise
molecular, o que pode eliminar uma grande quantidade de individuos G6PD*A, devido a
atividade da enzima nesta variante ser muito proxima ao normal.

A variante Mediterranea nao foi encontrada no presente estudo, o que ¢ esperado
devido a amostra ndo apresentar evidéncias de descendéncia italiana, grega, arabe e de judeus
orientais que sdo as populacdes onde essa variante ¢ mais comum (Ruwende & Hill, 1998).
Esse resultado também esta de acordo com descritos em revisao realizada por Weimer et al.
(1998), em populacdes da América do Sul na qual a variante Mediterranea totalizou apenas
0,1% dos 17.000 investigados, estando presente apenas no Sul do Brasil, em 20 casos. Essa
variante foi encontrada com frequéncia de 3.0% no sudeste do Brasil, no estado de Sao Paulo,
(Saad et al.,1997; Ferreira et al., 2014), e em caucasianos do Rio grande do Sul (8.0%)
(Weimer et al., 1981). Na regido Norte foi observada apenas em Manaus, Amazonas, com
frequéncia de 1% (Santana et al., 2013), provavelmente relacionada a contribui¢do de arabes e
judeus presentes na populagao.

Em comparag¢ao com populagdes de outros paises da América Latina a frequéncia da
variante G6PD*A- (10,7%) ¢ aproximada da encontrada na Colombia e em Honduras (9%), ja
na Venezuela ¢ bem mais baixa (1.7%). A variante G6PD*A também apresenta frequéncias
mais baixas nesses paises: Colémbia (2.0%), Hondura (3.0%) e menor que 1% na Venezuela
(Valencia et al., 2016, Zudiga et al., 2015, Vizzi et al., 2016). Porém, em um estudo realizado
na Guiana Francesa, por Petit et al. (2016), frequéncias elevadas também foram observadas

para variante GO6PD*A (10%), o que ¢ similar a descrita aqui (11,1%).



33

Os alelos estrelas de CYP2D6 encontrados na nossa populacdo geram haploétipos de
metabolizacdo extensa, intermedidria e lenta, com frequéncias de 63,1%, 30,7% e 6,3%
respectivamente, esses dados sdo corroborados por Kohlrausch et al. (2009) que encontraram
frequéncias de 73,6% EM, 19,5% IM e 3,5% PM, em afro brasileiros.

Na analise da frequéncia dos polimorfismos de CYP2D6 observa-se que entre os
alelos de atividade nula/reduzida, o alelo *4 quando somado aos seus variantes, ¢ o mais
encontrado, com frequéncia de 38,5%, o que esta de acordo com trabalho realizado por
Naranjo et al. (2018), onde populagdes de 12 paises ibero e nativo americanos foram
estudadas, incluindo o Brasil, e o alelo *4 foi o mais comum na populacdo em geral. Um
recente estudo realizado por Salles ef al. (2021) em cinco areas endémicas de malaria vivax
na Amazonia Brasileira, incluindo dois municipios do Pard, também demonstrou o alelo *4
como o mais comum, com frequéncias variando de 31 a 35%. Estes dados sdo importantes
principalmente devido aos problemas de metabolizagdo da primaquina associados a reicidivas
de malaria vivax em individuos com variantes de metabolizacdo lenta de CYP2D6 (De Pina-
Costa et al., 2021; Suares-Kurtz, 2021; Potter et al., 2015).

O alelo *64 de CYP2D6 encontrado na amostra com frequéncia de 2,4% foi descrito
pela primeira vez em 2008 por Gaedigk e Coetsee, em individuos que apresentavam o
polimorfismo 1023C>T que caracteriza o alelo *17, formando um novo haplotipo com o
polimorfismos 100C>T, o que o torna um novo alelo e ndo apenas uma variente do alelo
existente. Esses dados foram observados em estudo com caucasianos, afro americanos e
mestigos da Africa do Sul, onde apenas a populagio mestica possuia este novo alelo. A
ancestralidade dos mesti¢os sul africanos ¢ conhecida por ser bastante heterogénea, com
contribui¢do de varios paises da Africa subsaariana, desde de paises da Africa Ocidental até
Madagascar e as Ilhas Mauricias na Africa Oriental, mas também apresenta contribuicio
Europeia substancial, além de outros paises. A presenga desse alelo raro que ainda ndo havia
sido encontrado no Brasil, pode sugerir a forte contribui¢do do povo Bantu nos quilombos de
Oriximina. Cardoso ¢ Guerreiro (2006) mostraram essa forte contribuicdo dessa regido da
Africa como sendo o haplétipo mais comum para o gene HbS entre os pacientes com anemia
falciforme do estado do Par4. Pante-De-Sousa ef al. (1999) também ja haviam descrito
resultados semelhantes em populagdes de afro descendentes de comunidades quilombolas as
margens do rio Trombetas.

Quando associamos a deficiéncia de G6PD com o metabolismo de CYP2D6 uma
observacdo importante ¢ gerada, pois todos os deficientes (hemizigotos G6PD A-) estdo

classificados dentro de metabolizadores extensos, o que levanta suspeita sobre um possivel
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abrandamento dos efeitos hematotoxicos da deficiéncia de G6PD quando o individuo ¢
exposto a medicamentos gatilhos, como a primaquina. Um estudo in vitro utilizando
primaquina e isoformas CYP recombinantes em eritrocitos humanos, foi realizado por
Ganesan et al. (2009), onde marcadores de estresse oxidativo ROS e a formagdo de
metemoglobina foram monitorados, os resultados indicaram que varias enzimas de CYP tem
papel importante em reduzir o extresse oxidativo gerado pela primaquina in vitro.

Apesar de todo esforco para diminui¢cdo da malédria em nivel mundial, ap6s anos em
que os caso de infeccdo apresentavam baixas significativas, no estado do Pard, os casos
aumentaram significativamente entre os anos de 2016 ¢ 2018, atingindo indices Parasitarios
Anuais (IPA) bastante elevados. Desse modo o conhecimento do perfil genético dessas
populagdes, principalmente de comunidades afro descendentes, permite ndo apenas a
identificacdo de mecanismos de prote¢dao, mas também a prevencao de riscos em tratamentos

antimalaricos, um problema de saude publica.

6. CONCLUSOES

o As variantes Africanas G6PD*A- ¢ GO6PD*A apresentam altas frequéncias nas
comunidades afro descendentes estudadas. As variantes, como esperado, foram mais
comuns em homens, porém uma grande quantidade de mulheres heterozigotas foi
identificada.

. A variante Mediterranea nao foi encontrada no presente estudo, o que ¢
caracterizado pela origem da populagdo composta predominantemente por
descendentes de escravos africanos, fazendo com que as comunidades carreguem até
os dias atuais um grande componente genético africano.

o No sistema sanguineo Duffy o alelo FY*B"S foi o mais prevalente ¢ 0s genotipos
FY*BES/*BES e FY*4/FY*BES foram os mais frequentes.

o No presente estudo, 21.7% dos individuos apresentaram ao menos uma variante de
G6PD (3,6% hemizigotos, 1.8% homozigoto e 16,4% heterozigotos) e 73,8%
apresentaram o alelo FY*BS (44,0% heterozigotos ¢ 29,8% homozigotos). A co-
ocorréncia da variante de G6PD e ao menos um alelo FY*BES foi observada em 37
individuos (16,4%), o que pode conferir uma melhor prote¢do contra malaria vivax.

e Apesar da maioria dos individuos apresentarem metabolismo extenso para CYP2D6,

as altas frequéncias do alelo de atividade nula *4, ressaltam a necessidade de
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caracterizagdo desses polimorfismos em populagdes expostas a maldria e
consequentemente a primaquina.

O alelo *64 de CYP2D6 foi encontrado pela primeira vez no Brasil, o que suporta a
ancestralidade dessa populagao.

A investigacdo de fatores genéticos do hospedeiro humano, que estdo associados a
mecanismos de protecdo contra malaria, pode resultar em novas estratégias para
tratamento e prevencao da malaria, sobretudo pelo fato de que as populacdes da
Amazonia apresentam um alto nivel de suscetibilidade a infeccdo malarica,
transmissdo ¢ endemicidade de baixa e média intensidade, ¢ grau de imunidade

adquirida bastante variavel.
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