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Abstract Malaria endemic areas in Brazil are
restricted to the Amazon Region, with an av-
erage of 500 thousand new cases every year.
The situation can be defined as unstable
hipoendemic with, however, foci of high en-
demicity. Demographic and socio economic
factors are main determinants in the malaria
challenge for the Public Health System. In the
present paper, biological and social factors re-
sponsible for the unstable endemic situation
are discussed. The need for a permanent sur-
veillance and intervention of Public Health
Services are stressed to avoid the occurrence of
local epidemics and spreading of endemic ar-
eas. In the paper, are also summarised recent
lines of research developed in the post genom-
ic era in the studies of parasite, vector and hu-
man molecular genetics that would favour the
development, in the future, of new tools and
procedures for malaria control
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Resumo A area endémica de malaria no Bra-
sil se estende atualmente a totalidade da re-
gido amazonica, com cerca de 500 mil casos
anuais, em geral com situagdes de baixa e mé-
dia endemicidade mas ainda apresentando fo-
cos de alto risco. Fatores demograficos e socioe-
condmicos sdo dominantes nos desafios que en-
frentam os Servicos de Salde Publica no con-
trole da malaria. No presente artigo sdo dis-
cutidos fatores determinantes da instabilida-
de da situagao endémica bem como a necessi-
dade de a¢Bes permanentes de vigilancia e de
intervencdo dos Servicos de Saude para que se
evitem surtos epidémicos e alastramento das
areas endémicas. No artigo, em seguida, apre-
senta-se uma sintese de progressos recentes nos
estudos da era gendmica e p6s-gendmica sobre
0 parasita, o vetor e 0 hospedeiro humano que
podem favorecer, no futuro, o desenvolvimen-
to e a melhoria dos métodos de controle da ma-
laria.

Palavras-chave Mal&ria, Genomics, Plasmo-
dium, Anopheles
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Introducéo

A malaria no Brasil, no periodo anterior a
1940, cobria grande parte do territério nacio-
nal e se constituia em verdadeiro desafio a co-
lonizagdo ndo apenas da Amazdnia mas de va-
rias areas litoraneas do sudeste e de 4reas da
bacia dos rios Parana-Prata, S0 Francisco e
Doce, no Planalto Central. Sem se dispor de re-
gistro confiavel de incidéncia, avaliava-se que o
ndmero de casos anuais de malaria oscilava em
torno de 4 a 5 milhGes (Pessoa, 1946). Na pri-
meira metade do século 20, a malaria provocou
dois episédios dramaticos de grandes dimen-
sdes: 0 primeiro, durante a construgdo da Fer-
rovia Madeira-Mamoré, no inicio do século,
guando se calcula que tenha provocado mais
de 10 mil mortes entre trabalhadores, nas va-
rias etapas da sua abertura e implantagdo. O se-
gundo, no Nordeste brasileiro, na década de
1930, apds a chegada nas costas brasileiras, por
meio das lanchas rapidas entre Dakar e Natal,
do mosquito africano Anopheles gambiae, exce-
lente vetor adaptado as regides semi-aridas do
Sahel africano. A penetracdo do A. gambiae no
Nordeste brasileiro provocou uma terrivel epi-
demia nas areas rurais, com cerca de 14 mil
mortes nos anos 1938-1939 (Deane, 1988). Re-
gistre-se o fato de que a campanha contra o A.
gambiae, comandada pelo entomologista ame-
ricano Fred Soper, da Fundacdo Rockefeller,
conseguiu, em apenas 14 meses, a faganha de
erradicar esse anofelino da regido nordestina.
Isso numa época anterior ao DDT, em que 0s
meios de combate ao mosquito eram restritos
aos inseticidas a base de piretro e os larvicidas
quimicos a base de arsenicais como o verde Pa-
ris (Soper & Wilson, 1943).

O Servi¢o Nacional de Maléria (criado em
1941) implantou no pais, a partir dos anos
1950, a estratégia de “erradicacdo” como parte
de campanha internacional, sob a égide da Or-
ganizacdo Mundial da Saude. Essa estratégia
baseava-se no uso de inseticidas de agéo resi-
dual (o DDT em particular) e das novas drogas
antimalaricas sintéticas, em particular as qua-
tro aminoquinoleinas (cloroquina). A campa-
nha teve grande sucesso, permitindo erradicar
a malaria de quase toda a area litoranea do pais
(com excec¢do de uma faixa na area da serra do
Mar de Parana-Santa Catarina), e das regides
tributarias das grandes bacias hidrograficas do
pais fora da Amazoénia (Deane, 1992).

No inicio da década de 1960, o nimero de
casos de malaria caira a apenas cerca de 40.000

por ano (Figura 1), concentrados na regido
amazonica, onde a extensdo das areas, as difi-
culdades de acesso, a dispersao e a natureza das
habita¢Ges ndo permitiam o uso apropriado de
inseticidas (Marques e Gutierrez, 1993). Entre-
tanto, com o desenvolvimento dos projetos de
colonizacdo da Amazénia pelo governo militar,
a partir dos meados da década de 1960, verifi-
COU-Se Um enorme processo migratorio para a
regido, que recebeu, entre 1970 1980, mais de
1 milhdo de imigrantes, do sul, sudeste e nor-
deste do pais (Marques, 1987). Os imigrantes,
em areas rurais, implantaram assentamentos
agricolas e desenvolveram intensa atividade de
garimpo a céu aberto, ocasionando vastas a¢des
de desflorestamento, perturbagdo dos cursos
naturais de rios, igarapés e lagos, criando, as-
sim, condicdes favoraveis a proliferacdo dos
anofelinos. Some-se a isso as precarias condi-
¢Oes de habitacdo e a total inexperiéncia em
maldria, pois provinham de areas do pais onde
a maléria nunca existira, ou fora erradicada ha-
via mais de 20 anos. Esses fatores, associados
ainda a insuficiéncia de estruturas médico-sa-
nitarias, levaram ao desencadeamento do ter-
ceiro drama de maléria do século no pais. Des-
sa vez, entretanto, o drama atingiu proporcoes
continentais, em toda a Amazodnia e, devido a
movimentacdo dos migrantes aos locais de ori-
gem, provocou o reaparecimento de focos de
maléria em regides onde ela tinha sido erradica-
da nas campanhas de 1950-1960 (Deane, 1992).

O numero anual de casos novos de malaria
no pais saltou assim de 39.729 em 1960 para
mais de 100 mil em 1965 e 170 mil em 1980,
continuando a crescer na década de 1980 para
atingir um platé em torno dos 500 mil em 1990.
A partir dessa data vem flutuando em torno
dos 500 mil casos anuais (Figura 1). Essa esta-
bilizacdo reflete um certo equilibrio obtido
com as medidas de controle desenvolvidas pelo
Ministério da Satde, em particular a multipli-
cacdo de postos de atendimento, restri¢des im-
postas ao desenvolvimento de garimpos a céu
aberto e maior controle nas condigfes de im-
plantacdo de assentamentos agricolas. A mor-
talidade por malaria, que era relativamente ele-
vada na década dos 1980 (nivel de 1.500 anuais),
caiu para cerca de 150 na década de 1990 e
mantém-se neste nivel (Funasa, 2000). O equi-
librio, entretanto, é extremamente fragil, como
demonstra a oscilagdo das cifras observadas na
curva de incidéncia anual da figura 1, fruto de
variagdes climaticas, movimentos demografi-
cos e sociais e deslocamentos populacionais



Figural

Evolugdo do nimero de casos de maléria no Brasil de 1960 a 2001.
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imprevistos. Ainda recentemente, no ano de
1999, observou-se um sibito aumento no na-
mero de casos, que passou de cerca de 470 mil
em 1998 a 630 mil em 1999. As medidas de rea-
¢do do Ministério da Salde, responsavel pela
implantacdo do Plano de Incremento de Ac¢Ges
de Controle da Maléria (Funasa, 2000), deram
bons resultados, registrando-se ligeiro recuo
no nimero de casos no ano 2000 (em torno de
600 mil) e uma nitida tendéncia a queda no
ano de 2001. Esses resultados demonstram, de
um lado, a capacidade dos servigos de satide do
pais em impor medidas de controle eficazes,
permitindo obter redugGes nas taxas de inci-
déncia. Por outro lado, eles revelam a instabili-
dade e a fragilidade dessas mesmas medidas de
controle que exigem vigilancia permanente e
investimentos constantes. Sem o atendimento
dessa exigéncia, é iminente o risco de reversdes
de situagdes e de surgimento de novos surtos
epidémicos.

A situacdo de maléria do pais, no inicio do
século 21, define-se portanto como uma situa-
¢do de “maléria residual”, estendendo-se prati-
camente a toda regido amazonica, com predo-
minancia da malaria vivax, que atinge 70% ou
mais dos casos, com niveis de endemicidade
baixa ou média, mas com alguns focos de inci-
déncia elevada (alto risco). A situagao se caracte-
riza ainda por alta instabilidade e permanente

ameaca: a desenvolver surtos epidémicos, alas-
trar-se a regides vizinhas, provocar metastases
focais em outras regides do pais e a estar sujei-
ta a largas oscilagdes em funcao de variaveis
climéticas, demograficas ou socioecondmicas.
Esse é o desafio atual da malaria no Brasil.

E interessante assinalar que os progressos
nos conhecimentos cientificos na érea da bio-
medicina, que foram importantes no século 20
e espetaculares nas ultimas décadas, tiveram
pouco impacto nos métodos de controle da ma-
laria. Eles continuam a se basear essencialmen-
te nos métodos do fim do século 19, a saber,
controle de vetores por inseticidas e larvicidas e
tratamento de doentes, portadores de parasitas.

Em relagdo as grandes patologias que afe-
tam o homem desde a antigliidade, a malaria
oferece portanto um quadro paradoxal: na épo-
ca atual, quando se comega a obter sucessos no
tratamento do cancer e se abrem perspectivas
de terapia génica, a malaria continua a afetar
dramaticamente grande parte da humanidade
no hemisfério sul; seu controle é ainda baseado
em métodos do século 19; e sua incidéncia pou-
co recuou, parecendo, ao contrario, aumentar
em volume e gravidade. E legitimo, portanto,
interrogar-se se 0s progressos da era gendmica
poderdo repercutir no desenvolvimento de no-
vos métodos de controle. Havera novas solu-
¢Bes para eliminar a maléria residual em situa-

ol
iy

2007 ‘§9-67:(1) L "BAS[O) 2PNES 73 BIOUAL)



(S
N

Pereira-da-Silva, L. H. & Oliveira.V. E. G

¢Bes como a do Brasil? Havera novas solug@es
para controlar ou ao menos reduzir a situagao
brutal da maléria africana com os seus 2 mi-
IhGes de mortes anuais de criangas?

No presente trabalho, procuramos dar uma
visdo sintética de novos conhecimentos que a
era gendmica vem permitindo desenvolver so-
bre a “genética da maléria”. Pretendemos assi-
nalar as linhas de pesquisas que vém se desen-
volvendo com maior intensidade e com pers-
pectivas mais promissoras. Até 0 momento, es-
ses estudos ndo se traduziram por aplicagdes
importantes. Entretanto, ha o sentimento que
se generaliza entre os pesquisadores de que 0s
20 anos de esfor¢os empenhados até hoje co-
mec¢am a dar frutos e a amadurecer solucdes.

A “genética da malaria”

A maléaria é provocada por protozoarios para-
sitas da ordem Apicomplexa e género Plasmo-
dium que fazem parte do grupo dos coccideos,
com ciclos complexos de multiplicagdo sexua-
da e assexuada. As quatro espécies de plasmé-
dios que infectam o homem, P. falciparum, P.
vivax, P. malariae e P. ovale (este Gltimo ausen-
te do Brasil), sdo transmitidas por mosquitos
do género Anopheles. Os parasitas da malaria
tém alto nivel de especificidade de hospedeiros,
resultante de um longo processo de adaptacéo
no curso da evolucdo. Assim, os parasitas da
malaria humana sdo especificos do homem.
Embora possam infectar outros primatas em
laboratorio, ndo sdo normalmente encontrados
em condig¢des naturais. Faz excecdo P. malariae,
que é encontrado em primatas da regido neo-
tropical sob a forma do denominado P. brasi-
lianum. Por outro lado, os plasmédios néo in-
fectam qualquer anofelino. Entre as centenas
de espécies do género, poucas dezenas sdo ve-
tores eficazes e, nas diversas areas geograficas,
as espécies presentes de anofelinos tém diferen-
tes capacidades vetoriais pelas diferentes espé-
cies de Plasmodium presentes. A “genética da
malaria” implica portanto uma interagdo entre
“trés genéticas™: genética do hospedeiro huma-
no, a genética do parasita e a genética do vetor.
Em cada caso, analisam-se os fatores que defi-
nem as especificidades das interagoes.

Fatores genéticos humanos relacionados
com a susceptibilidade a malaria

A alta prevaléncia, em determinadas re-

giBes do globo terrestre, de alelos deletérios de
proteinas eritrocitérias, estimulou estudos so-
bre a manutencéo desses alelos por vantagens
seletivas. Um esbogo da influéncia das doengas
infecciosas na constituicdo do genoma huma-
no foi feito por A. E. Garrod em 1931, que no
seu livro The inborn factors in disease sugere
que as doencas infecciosas podem ter exercido
grande forga seletiva no modelamento da indi-
vidualidade bioquimica. Outra contribuicéo
importante foi dada por Haldane (1948), que,
sugerindo vantagem do heterozigoto de talas-
semias em determinados grupos populacio-
nais, abriu um campo de investigagdo de susce-
tibilidade genética & infeccdo. Muitos dos tra-
balhos surgidos nos Gltimos anos sobre malé-
ria tém importantes implicaces, tanto para a
compreensao da patogénese como para contro-
le da doenca. O polimorfismo do gene da ca-
deia b da Globina de Hemoglobina, mantido
por mecanismos de polimorfismo balanceado,
foi o primeiro a ser correlacionado com resis-
téncia a formas graves de malaria falcipara (Al-
lison, 1954). Trabalhos de Hill et al. (1991), em
criangas do oeste africano, sugeriram que ha-
plétipos do sistema de antigenos leucocitarios
HLA da classe | (HLA-Bw53) e um da classe 11
(DRB1*1302-DQB1*0501), comuns nesta re-
gido da Africa, mas raros em outros grupos po-
pulacionais, estavam independentemente asso-
ciados com prote¢do contra a malaria cerebral
e anemia severa, respectivamente. De um mo-
do geral, as associagdes das classes | e 11 do sis-
tema HLA atuariam através da selegdo diferen-
cial de epitopes peptideos particulares de um
patoégeno para apresentagdo aos linfécitos T.
Segundo Hill et al., 1992, as associa¢gdes HLA-
B53 com maléria eram um exemplo de como
essa associagdo se processava, através da identi-
ficacdo de linfocitos T citotdxicos reconhecen-
do HLA-B53 e um epitope particular do para-
sita. Entretanto, estudos de terreno de outras
equipes de pesquisadores (Dieye et al., 1997 —
comunicacdo pessoal de P Druilhe aos autores)
contrariam as hipéteses de Hill. Outra associa-
¢do relacionada a maléria envolve o gene codi-
ficador do Fator de Necrose Tumoral (TNF).
Estudos de McGuire (ver McGuire et al., 1999,
para revisdo) em criangas gambienses demons-
traram que as que sdo homozigotas para a mu-
tacdo puntual na posi¢do -308 da regido pro-
motora do TNF apresentaram risco significan-
temente aumentado de 6bito por malaria cere-
bral e que a anemia severa devido a malaria es-
tava associada a mutagdo na posicdo -238. O



fato de a maldria cerebral estar associada ao
alelo TNF-308 A e de a anemia severa ao alelo
TNF-238 A levou o grupo de McGuire a suge-
rir que a manifestacao clinica da malaria ¢ in-
fluenciada por determinantes genéticos com-
plexos localizados préximos ao gene TNF. Fo-
ram identificados diversos alelos do sistema
HLA em desequilibrio de ligagdo com o alelo
TNF-238, mas nenhum deles foi responsavel
pela associacdo com suscetibilidade a anemia
severa. O impasse, segundo 0s autores, necessi-
ta de estudos em populagbes geneticamente
distintas, além de estudos em grupos familiais,
para defini¢do precisa dos elementos genéticos
envolvidos. A resisténcia inata ao Plasmodium
falciparum é dada por caracteristicas genéticas
que afetam varios estagios do ciclo intraeritro-
citario do plasmodio. As mutag6es eritrocita-
rias principais que conferem protecdo contra a
malaria caracterizam-se por aumento de radi-
cais livres de Oxigénio (como nas anemias fal-
ciformes, causada pelo alelo HbS em homozi-
gose) ou pelo decréscimo na habilidade em li-
dar com danos oxidantes, como nas deficién-
cias da enzima Glicose-6-fosfato desidrogenase
(G6PD) (Nagel, 1990). Discutiremos breve-
mente estes dois polimorfismos genéticos na
maldria falcipara e o sistema sangiiineo Duffy,
cujo polimorfismo esta associado a resisténcia
a maléria vivax.

Hemoglobina S — A habilidade para resis-
téncia ao P. falciparum é um traco adaptativo
importante das popula¢des humanas que vi-
vem em &reas endémicas. Proteinas de mem-
branas eritrocitarias atuam como mediadoras
de adesdo pelos eritrécitos infectados as células
endoteliais. Supde-se que o desenvolvimento e
sobrevivéncia de gametdécitos intraeritrocita-
rios depende fortemente da habilidade de as
células infectadas seqliestrarem na microvas-
cularizagdo de varios 6rgdos. A adeséo e se-
guestragdo de eritrdcitos infectados pode levar
a formas graves de malaria, como a malaria ce-
rebral. Destro-Bisol et al. (1999a) propuseram
que a interacdo entre Hb oxidada e proteinas
de membrana eritrocitarias é um mecanismo
celular importante para que a variante S do lo-
co da cadeia 3 da Hb produza resisténcia ao P.
falciparum, sendo a destruicdo acelerada de eri-
trécitos parasitados um dos mecanismos pelos
quais portadores de HbS conseguem protecgdo
contra P. falciparum (Telen, 2000, para revi-
sdo). O padrao irreversivel de interagdo hemo-
globina-membrana poderia desencadear meca-
nismos que: 1) reduzem a invaséo dos eritroci-

tos pelo P. falciparum; 2) dificultam a sobrevi-
véncia do parasita e seu desenvolvimento na
célula; e 3) aceleram a fagocitose das células in-
fectadas. O surgimento do alelo S da Hemoglo-
bina deu-se pela mutacdo no sexto codon do
gene 3, em que GAG é trocado por GTG, levan-
do a producdo do aminoéacido Valina no lugar
do &cido Glutdmico. Em heterozigose (genoti-
po HBB*A/*S) haveria prote¢do contra as for-
mas graves da maléria falcipara (ver Ashley-
Koch et al., 2000, para revisdo). Luzzatto et al.,
1970 demonstraram in vitro que o produto do
alelo GPX1*2, do sistema Glutatido peroxidase
eritrocitario (GPX1; EC 1.11.1.9), que catalisa
a oxidagdo do Glutatido reduzido (GSH) por
peroxido de Hidrogénio (H,0,) e outros pero-
xidos, interfere com a habilidade de as células
HBB*A/*S limitarem a invasdo e crescimento
do parasita P. falciparum. A alta atividade pero-
xidéasica do produto do alelo GPX1*2 poderia
interferir nas modificagbes da membrana do
eritrécito, que causam o efeito antimalarico do
gendtipo HBB*A/*S, provocando um efeito
epistatico, pelo decréscimo da protecdo deste
gendtipo contra a maldria falcipara. Destro-Bi-
sol et al. (1999b) propuseram a hipdtese de que
em nivel clinico espera-se encontrar um aumen-
to significante de portadores do alelo GPX1*2
entre os individuos HBB*A/*S que desenvol-
vem maldria severa. Modiano et al. (19964, b)
ndo encontraram correlacéo entre o traco fal-
cémico e vantagem seletiva ao estudarem trés
grupos étnicos do oeste africano. Entretanto,
no mesmo contexto epidemioldgico, alguns in-
dividuos caracterizaram-se por apresentar rea-
tividade imunol6gica diferenciada, evidencian-
do diferencas interétnicas na suscetibilidade ao
P. falciparum, que envolviam provavelmente
regulacdo genética na resposta imune humoral
(menor parasitemia, maior resposta a todos
antigenos testados). Posteriormente, Modiano
et al. (2001) concluiram que a menor suscetibi-
lidade do grupo Fulani, ndmades em via de as-
sentamento, e de provavel origem caucasiana
(os outros dois grupos étnicos eram de campo-
neses, assentados, e de origem negrdide), de-
via-se realmente a fatores genéticos de resistén-
cia desconhecidos, provavelmente envolvidos
na regulacdo da resposta imune humoral. Num
estudo sobre mecanismos genéticos responsa-
veis pela resisténcia a malaria efetuado numa
regido endémica de Rondonia (Portuchuelo,
vilarejo ribeirinho), Feitosa et al. (2001) suge-
rem a existéncia de um gene principal, codo-
minante, e que devido a frequiéncia e ao modo
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de heranca, parece ser independente dos poli-
morfismos de Hb, Fy ou G6PD. Em outro estu-
do, realizado em Burkina Faso, com 4.348 indi-
viduos (Mossi), Modiano et al. (2001) verifica-
ram que HbC esta associada com uma reducao
de 29% no risco para a manifestagdo clinica da
maléria nos individuos heterozigotos HbAC
(P=0,0008) e de 93% nos homozigotos HbCC
(P=0,0011). Os autores sugerem que, a longo
prazo e na auséncia de controle para malaria,
HbC poderia substituir HbS na area central da
Africa ocidental.

Desidrogenase de Glicose-6-fosfato (G6PD)
— Para seu desenvolvimento, o parasita aumen-
ta consideravelmente sua necessidade metab6-
lica, num periodo limitado de tempo, gerando
um estresse adicional a célula hospedeira, le-
vando-a a destruicdo. A membrana eritrocita-
ria sofre modificacdes decorrentes desses pro-
cessos oxidantes, levando a uma fagocitose
acentuada dos eritrécitos em individuos tha-
lassémicos, com traco falcémico e com deficién-
ciaem G6PD (Cappadoro et al., 1992). O gene
da G6PD é ligado ao cromossomo X e apresen-
ta numerosas mutages, que causam deficién-
cia enzimatica nos eritrécitos. Algumas dessas
mutagdes existem em freqiiéncia polimorfica e
parecem apresentar vantagem seletiva, por con-
ferirem resisténcia a malaria falcipara. As mu-
tacGes distribuem-se segundo populagGes e as
mais comuns sdo0 G6PDA- (202A376G), comum
na Africa, @€ G6PDjegiterranea (563T), encontra-
da no sul da Europa, no Oriente médio e india.
Alelos com baixa atividade enzimatica (A- e
Apneq) levam a reducdo no risco de infeccdo por
P. falciparum. Luzzatto & Notaro (2001), em
estudos sobre a histdria evolucionéaria da G6PD
evidenciam a importancia das analises molecu-
lares, que mostram a conexdo entre malaria e
deficiéncia em G6PD e propiciam vislumbrar
um exemplo de coevolugdo do parasita e seu
hospedeiro. Como argumento de que a defi-
ciéncia em G6PD é selecionada positivamente
pela malaria, citam o fato de que existem mais
de 130 variantes conhecidas de G6PD, e pelo
menos 34 dessas sdo polimdrficas. Todas a va-
riantes polimorficas sdo encontradas em popu-
lacBes que vivem (ou viveram) em &reas endé-
micas de maléria. Salientam que ainda ndo foi
possivel explicar duas questdes importantes na
relacdo deficiéncia em G6PD/vantagem seleti-
va: 1) Como a deficiéncia em G6PD protege
contra o P. falciparum e 2) Por que apenas as
mulheres heterozigotas sdo protegidas (haven-
do um impasse sobre se 0s homens hemizigo-

tos sdo também protegidos)?

Em 1976, Miller et al. apresentaram evidén-
cias de que o fenétipo nulo de Duffy confere
resisténcia a malaria vivax, sendo os antigenos
Duffy receptores para o segundo estagio de in-
vasao dos eritrécitos pelo P. vivax (merozoitas,
a forma sangiiinea de invasdo).

O sistema Duffy — Foi o primeiro grupo
sangiineo a ser determinado a um loco autos-
sdmico especifico, o cromossomo 1 (Donahue,
1968). Uma forte ligacdo com alfa-espectrin
sugeriu a localizagdo de Duffy (Fy) na banda
g21 (McAlpine et al., 1989). A glicoproteina
Duffy (Duffy GPP; gpFy) foi identificada pri-
meiramente nos eritrdcitos através de aloanti-
corpos encontrados no soro de um hemofilico
politransfundido (Cutbush et al., 1950), que
reconheceu o antigeno Fya. O antigeno Fyb foi
descrito um ano depois (Ikin et al., 1951). A
glicoproteina Duffy é composta por 338 ami-
noacidos, com peso molecular tedrico de 35kD,
sendo um receptor de membrana heptahelical
(Hadley & Peiper, 1997, para revisdo).

Polimorfismo do sistema Duffy e malaria —
O grupo sanglineo Duffy é caracterizado por
trés alelos principais: FY*A e FY*B, que dife-
rem em um unico nucleotideo (G131A), ha-
vendo troca do aminoéacido Gly por Asp no re-
siduo 44, no N-terminal do dominio extracelu-
lar da glicoproteina (Mallison et al., 1995). Os
gendtipos decorrentes desses alelos codomi-
nantes sdo: FY*A/ FY*A, FY*A/ FY*B e FY*B/
FY*B, respectivamente. A freqiiéncia do alelo
FY*A é proporcional a frequéncia do alelo
FY*B na Europa, chegando a quase 100% na
Asia. O terceiro alelo, FY*O, corresponde ao fe-
nétipo sorolégico Fy(a- b-), isto é, a auséncia
do antigeno (fendtipo nulo). A maioria dos
africanos ocidentais e cerca de 68% dos negros
americanos ndo expressam o0s antigenos Fya ou
Fyb em seus eritrdcitos (Mourant et al., 1976).
Tournamille et al. (1995) encontraram uma mu-
tacdo no gene Duffy de individuos Fy (a-b-)
negro gue nao estava na regido codificadora do
gene, mas na regido promotora upstream ao c6-
don metionina de tradugdo/iniciagdo. A se-
quéncia TTATCT esté presente nos alelos A e
B, e € uma sequiéncia consenso para ligagdo com
fatores GATA de transcri¢do. Esta sequiéncia é
mutada para TTACCT no fator GATA-1 espe-
cifico para o eritrécito. Consequentemente, ha
a inibicdo do gene no tecido hematopoético,
mas ndo nos outros tecidos. Parasol et al. (1998)
descobriram que em alguns casos individuos
Fy (b-) apresentam o tipo selvagem FY*B GATA



mas sdo portadores de uma mutacdo 271 C O
T, e outra mutagdo 304 G O A. Ambas muta-
¢des foram identificadas entre os negros brasi-
leiros. A mutacdo 304 G O A, que codifica para
Ala O Thr, no residuo 120 de aminoécidos, é
uma mutacao polimorfica (Neote et al., 1994).
De acordo com a estrutura tridimensional do
produto do gene Duffy, proposta por Hadley &
Peiper (1997), que envolve sete segmentos trans-
membranares, 0 aminoécido 102 estaria no se-
gundo segmento transmembranar, e a substi-
tuicdo Ala 0 Thr poderia levar apenas a uma
modesta mudanca na propriedade dos recepto-
res. Amutagdo 271 C O T, por outro lado, con-
verte o residuo 91, possivelmente situado no
primeiro loop citoplasmético, de Arg 0 Cys, 0
que representa uma mudanca consideréavel na
natureza quimica da regido. Isto pode afetar o
comportamento do receptor Duffy e seus sitios
antigénicos extracelulares. Houve discrepéancia
entre os fendtipos (nulo) e genétipo (FY*B),
sugerindo uma associagdo com o gene silencio-
so FY*B nas células eritrocitarias. O fenotipo
nulo inicialmente estava associado apenas ao
alelo FY*B. Zimmerman et al. (1999) descreve-
ram a mesma transicdo (46 T 0 C) no GATA
box associada ao alelo FY*A, mutagdo que leva
a fenétipo nulo (FY*Anulo), numa populacdo
de Papua, Nova Guiné, sugerindo que a emer-
géncia do alelo FY*Anulo nesta populagdo esta
envolvida com selegdo do polimorfismo eritroci-
tério: ao contrario da fixagdo do alelo FY*Bnulo,
na auséncia de P. vivax na Africa ocidental, a
aparente recente emergéncia do FY*Anulo na-
quela populacdo da Nova Guiné cria a oportu-
nidade de se estudar o significado desta muta-
¢do para a suscetibilidade a infeccdo a malaria
e & morbidade clinica. Est4d bem demonstrado
que Duffy-negativo explica claramente resis-
téncia a merozoitas de P. vivax, mas pouco se
conhece a respeito dos fatores que contribui-
ram para a fixa¢do do alelo B-nulo em popula-
¢Oes africanas etnicamente diversas. Livingsto-
ne (1984) discutiu o aparente paradoxo sobre a
existéncia de alta freqiiéncia do alelo FY*Bnulo
(as vezes atingindo 100%, em algumas popula-
¢Bes) em areas em que ndo existe maldria vivax.
Foram propostas algumas hipéteses e a mais
provével é a adaptacdo do P. vivax a climas tem-
perados e a alta frequiéncia preexistente do ale-
lo nulo, impedindo que a malaria vivax se tor-
nasse endémica na Africa ocidental. Hamblin
& Di Rienzo (2000) centraram seus estudos
numa populacio subsaariana da Africa, em que
o0 alelo nulo esta virtualmente fixado, analisan-

do a variagdo existente ao redor da mutagdo na
regido promotora GATA. Para suas analises, as-
sumiram que a prépria mutacdo FY*0 foi o al-
vo da selecdo, e ndo um gene vizinho a ele. O
valor F(ST) de Wright para o alelo FY*0 é o
mais alto de qualquer polimorfismo humano
(Cavalli-Sforza et al., 1994), o que é uma evi-
déncia de sele¢do no loco FY. Para caracterizar
a acdo (assinatura) de selecéo direcional neste
loco, Hamblin & Di Rienzo escanearam a va-
riacdo de seqiiéncia de DNA, tanto na regido
1,9kb centrada no sitio da mutagdo FY*O, co-
mo nas regides de 1kb a 5-6 kb distantes do si-
tio, em 17 italianos (34 cromossomos) e 24 in-
dividuos (48 cromossomos) de cinco regifes
subsaarianas da Africa. Ainda que a variabili-
dade encontrada na populacéo africana apre-
sentasse ao redor de 50% mais diversidade ge-
nética do que a encontrada em europeus, a re-
gido Duffy foi 2-3 vezes mais variavel nos ita-
lianos que nos africanos. Como um todo, a po-
pulacédo africana desviou-se significantemente
do esperado por agdo neutra na fixacdo do ge-
ne. Mas os autores ndo puderam identificar se
esse fato foi devido a recombinagdo, mutacéo
recorrente, estrutura da populacéo, e/ou acu-
mulo de mutacdo, e deriva. Mesmo ndo sendo
possivel distinguir entre essas hipoteses alter-
nativas, concluiu-se que, provavelmente, os
dois maiores hapl6tipos ocorridos em 3 das 5
populacdes africanas, e que continham o alelo
nulo, originaram-se antes da operacédo da sele-
¢do na mutacdo FY*nulo. Alguns brancos ex-
pressam quantidades reduzidas ou fracas de
Fyb (Hadley & Peiper, 1997, para revisdo), cu-
jas bases genéticas ainda sdo incertas.

DARC - Eritrdcitos que apresentam o fe-
nétipo Duffy nulo ndo sdo capazes de se ligar a
Interleucin-8 (IL-8). Evidéncias experimentais,
como: 1 - ligacdo minima ou nula de IL-8 a
eritrocitos Duffy negativo; 2 — um anticorpo
monoclonal ao antigeno do grupo sangtiineo
Duffy bloqueando a ligacdo de IL-8 e outras
quimiocinas a eritrécitos Duffy positivo, leva-
ram Horuk et al. (1993) a identificar a gpFy co-
mo um receptor de quimiocina, passando o lo-
co a se chamar Antigeno Duffy para Receptor
de Quimiociona (DARC, em inglés). Invaséo
celular pelo parasita consiste de multiplos pas-
s0s, que incluem reconhecimento, reorientacao
para deixar o fim apical do parasita em contac-
to com o eritrécito, uma juncao parasita/hos-
pedeiro e a entrada no vacuolo criado pelo pa-
rasita. HA muitos receptores envolvidos nestes
estagios. GP Duffy é um receptor promiscuo,
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uma vez que se liga ndo sé ao P. vivax, mas
também a varias quimiocinas tanto do grupo
C-C (RANTES, MCP-1) como C-X-C (IL-8,
MGSA/gro) (Neote et al., 1994). Isto é uma in-
dicacéo de que existem outras fungGes para a
glicoproteina Duffy, que ndo meramente evitar
a invasdo pelo P. vivax. O papel fisioldgico pre-
ciso deste receptor, tanto em condig¢des nor-
mais como patoldgicas, ainda é incerto. A pro-
teina Duffy ndo se encontra exclusivamente
nos eritrdcitos, sendo também encontrada nos
rins, bago e figado fetal (Chaudhuri et al., 1995).
Em P. vivax, o ligante merozoita que interage
com DARC foi identificado como a Duffy bin-
ding protein (DBP), por Wertheimer & Barn-
well (1989). E uma proteina de 140kD codifi-
cada por uma copia simples de gene. Analises
experimentais demonstraram que DBP, um pep-
tideo de 34 aminoacidos, apresenta um domi-
nio extracelular rico em cisteina (regido I1), que
é aregido do parasita que se liga ao antigeno do
grupo sangiiineo Duffy no eritrécito humano
(Chitnis & Miller, 1994). Anélises moleculares
indicaram que as proteinas de ligagdo dos pa-
rasitas P. knowlesi, P. vivax e P. falciparum pos-
suem regides de homologia (Adams et al., 1992).
Os merozoitas de P. vivax invadem preferen-
cialmente os reticulécitos, através de recepto-
res que nao foram ainda caracterizados (ver
Wertheimer &Barnwell, 1989, para revisao).

Genética molecular funcional
de Plasmodium

Os estudos de genética molecular de plas-
madios datam do inicio da década de 1980,
quando a equipe da New York University Me-
dical School conseguiu, pela primeira vez, clo-
nar e expressar seqiiéncias génicas correspon-
dendo a proteina Circum-Sporozoita (CSP),
identificada como tendo capacidade vacinal em
malaria (Nussenzweig & Nussenzweig, 1989).
A partir dos anos 1980, numerosos laborat6-
rios desenvolveram pesquisas de clonagem mo-
lecular de genes codificando diferentes antige-
nos. Em 1995 foram desenvolvidas técnicas de
transformagdo estavel de parasitas de maléria
de roedores (van Dijk et al., 1995), estendidas
em seguida a Plasmodium falciparum (Crabb &
Cowman, 1996; Wu et al., 1996). Usam-se plas-
mideos “navete” contendo promotores bacte-
rianos e do parasita, com sequéncias génicas de
plasmddio e marcadores que permitem identi-
ficar os parasitas transfectados por eletropora-
¢do. Servem como marcadores selecionaveis o

gene de dihidrofolato redutase com mutagéo
de resisténcia ao antifélico WR99210 (Fidock
& Wellems, 1997) ou o gene da puromicina-N-
acetil transferase que confere resisténcia a pu-
romicina (de Koning et al., 2001). Com tais ve-
tores, tem-se obtido a transformagéo estavel de
parasitas para estudos funcionais por inativa-
¢do (knock out) de genes, por substituicdo de
parte ou totalidade de genes parasitarios (re-
combinagdo homaéloga) e por testes de comple-
mentacgdo. A partir de 1995, por iniciativa da
fundacdo Wellcome, foi desenvolvido um pro-
grama de clonagem do genoma completo dos
14 cromossomos de Plasmodium falciparum
envolvendo vérios laborat6rios europeus e ame-
ricanos. Sequéncias completas dos cromosso-
mos 2 e 3 (Gardner et al., 1998; Bowman et al.,
1999) foram ja publicadas e espera-se para o
fim do corrente ano a publicacdo da seqiiéncia
completa do genoma de P. falciparum. Pode-se
ja consultar databank no sitio web de David
Roos (http://www.plasmodb.org) no que se re-
fere ao total de EST (expressed sequence tags)
identificados. Passaremos assim, em relagdo a
P. falciparum a uma fase que pode ser qualifi-
cada de pds-gendmica, em que 0s pesquisado-
res se dedicardo a identificar fungdes dos dife-
rentes genes ja seqlienciados. Plasmodium vi-
vax, que pela sua area de incidéncia interessa
principalmente a América do Sul e reas do Pa-
cifico, provoca infecgdo menos grave, raramen-
te mortal e tem merecido menores investimen-
tos de pesquisa (del Portillo et al., 2001). Pes-
quisas sobre genémica funcional tém-se con-
centrado particularmente em P. falciparum e
nas seguintes areas: 1) analises funcionais de
genes codificando antigenos candidatos a vaci-
nas; 2) analises de genes responsaveis pela re-
sisténcia a drogas; 3) estudos de genes relacio-
nados com a patogénia de plasmédios e meca-
nismos de escape as reagdes imunes.

Analise funcional de genes codificando
antigenos candidatos a vacinas

N&o é objetivo do presente trabalho rever a
abundante literatura sobre vacinas antimalari-
cas que podem ser encontradas em excelentes
revisdes recentes (Engers & Godal, 1998; Hol-
der et al., 1999; Doolan & Hoffmann, 2001).
Iremos aqui apenas selecionar alguns exemplos
de estudos funcionais sobre as proteinas anti-
génicas. Assim, a equipe da New York Univer-
sity, usando parasitas de roedor, obteve a inati-
vacdo do gene codificando a proteina CSP (cir-



cum sporozoita) e a do gene codificando a pro-
teina TRAP (trombospondin related antigen
protein), ambas identificadas como proteinas
da membrana dos esporozoitas e propostas co-
mo bases de vacinas. A inativacdo do gene da
CSP néo perturbou o desenvolvimento do ci-
clo sexuado até a formagao do oocisto no tubo
digestivo do anofelino, mas demonstrou que o
gene é essencial para a morfogenese de esporo-
zoitas. A inativacdo do gene trap, ao contréario,
ndo afetou a morfogénese do esporozoita, mas
alterou profundamente sua motilidade, e os es-
porozoitas mutantes mostraram-se incapazes
de penetrar a glandula salivar do anofelino
(Nussenzweig et al., 1997; 2001).

Os mecanismos de adeséo e penetragdo dos
merozoitas nos glébulos vermelhos vém sendo
estudados em uma série de trabalhos. Entre as
diversas proteinas que foram relacionadas com
esses processos e propostas como candidatos
vacinais estdo as proteinas MSP (Merozoita
surface protein 1, 2 e 3) em P. falciparum (revi-
sdo em Holder et al., 2000) e a MSP-1 em P. vi-
vax (Perera et al., 1998). Experiéncias de trans-
feccdo com objetivo de inativar o gene MSP 1
de P. falciparum indicam que este gene é essen-
cial, assim como outra proteina relacionada
com a invasdo, o antigeno AMA (apical mem-
brane antigen). Experiéncias da equipe austra-
liana mostraram a possibilidade de substituir o
gene ama de P. falciparum pelo correspondente
de P. chabaudi, resultando em parasitas com
capacidade complementada a 30% para a inva-
sdo de glébulos humanos e eficiente capacida-
de de invasdo de glébulos vermelhos de ca-
mundongo (Triglia et al., 2000).

Igualmente essenciais parecem ser as fun-
¢Oes de proteases intervindo na fase de pene-
tracdo dos merozoitas. Duas proteases identifi-
cadas por Blackman e colaboradores sdo res-
ponséveis pelo processamento do precursor
pro AMA de 83 kDa nas organelas secretoras
do merozoita em duas etapas aos produtos fi-
nais solUveis de 44 e 48 kDa (Howell et al.,
2001). Outra protease, de tipo subtilisina, des-
crito em P. falciparum, parece ser essencial,
pois a inativacdo do gene correspondente de P.
berghei tem efeito letal para o parasita. Essa
protease é associada ao processamento final do
antigeno MSP-1 (Barale et al., 1999) originan-
do o segmento C-terminal de 19kDa ancorado
ao merozoita. O segmento 19 kDa da proteina
MSP-1 é considerado candidato vacinal.

Outra proteina vacinal interessante que
vem sendo estudada é o antigeno EBA-175

(erythocyte binding protein), que participa de
contato inicial do merozoita com o eritrdcito,
ligando-se ao &cido sialico da glicoforina A. A
inativacdo do gene eba-175 conduziu a resulta-
dos inesperados: quando as regiGes mediana
ou C-terminal citoplasmatica da proteina sdo
truncadas, a invasdo de glébulos vermelhos pe-
los merozoitas mutantes ndo é afetada. Entre-
tanto, o truncamento da regido N terminal, ex-
posta na superficie, abole a capacidade de inva-
dir eritrécitos mas, paradoxalmente, desenvol-
ve uma nova capacidade, a de invadir glébulos
vermelhos tratados por neuraminidase que eli-
mina os radicais sialico da glicoforina. O mu-
tante apresenta uma comutacao(switch) para
uma nova via de invasdo de glébulos verme-
Ihos independente de &cido sialico (Reed et al.,
2000). Estudos recentes da equipe de Cowman
(Thompson et al., 2001) identificaram um ge-
ne codificando uma proteina — EBA-140 - ho-
méloga de EBA-175 e ligando-se igualmente a
receptor contendo acido sialico. Esses resulta-
dos, e outros de inativacdo de genes da familia
msp, indicam um enorme potencial do parasita
para expressar vias alternativas de penetracdo
do merozoita, o que Ihe garante grande vanta-
gem para sobreviver a pressdo dos fatores imu-
nitarios e a heterogeneidade de receptores do
hospedeiro. A multiplicidade de vias alternati-
vas ndo é restrita as fungdes do merozoita.
Também se apresenta em funces relacionadas
com o ciclo sexuado no mosquito. Assim pare-
ce suceder com as proteinas P25 e P28 do ooci-
neto, ambas descritas como candidatas a vaci-
na “de bloqueio de transmissdo” Experiéncias
promovendo a inativagdo de um ou de ambos
0s genes codificando esses antigenos mostra-
ram que a penetracdo do oocineto na parede
do tubo digestivo do mosquito e sua transfor-
macao em oocisto é apenas parcialmente inibi-
da quando um dos genes € inativado, sendo ini-
bida de modo significativo apenas quando am-
bos os genes sdo inativados (Tomas et al., 2001).

Genomica funcional da resisténcia
de Plasmodium falciparum a drogas

A tremenda capacidade de adaptacdo dos
parasitas da mal&ria, gracas a plasticidade de
seu genoma, evidencia-se na rapidez com que
se desenvolveu, em particular em P. falciparum,
resisténcia a praticamente todos os antimalari-
cos sintéticos desenvolvidos a partir dos anos
1940, quando as 4 e 8 aminoquinoleinas foram
introduzidas, assim como as sulfonamidas, o0s
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antifélicos do tipo pirimetamina e o proguanil.
Os estudos moleculares permitiram esclarecer
rapidamente a natureza das mutacGes, provo-
cando a resisténcia a antifélicos e sulfonami-
das, e afetando os genes da dihidrofolato re-
dutase (DHFR) e da dihidro pteroato sintase
(DHPS) (Cowman et al., 1988). Estudos deta-
Ihados nesse sentido foram desenvolvidos em
varias areas da Amazénia brasileira (Vasconce-
los et al., 2000; Vieira et al., 2001), confirman-
do os resultados de Cowman et al. (1988).

A resisténcia a cloroquina de Plasmodium
falciparum, inicialmente observada nos anos
1960 na América do Sul e na Asia do sudeste,
estende-se hoje por todas as regifes endémicas
de Plasmodium falciparum nos trés continentes
e foi assinalada em relagéo a Plasmodium vivax
em algumas regides da Asia (Wellems & Plowe,
2001).

A identificacdo de funcdes genéticas rela-
cionadas com a resisténcia a cloroquina avan-
¢aram nos Gltimos anos em duas dire¢des: as
primeiras correlacGes estabelecidas indicaram
a presenca de mutacGes nos genes mdr (multi-
drug-resistance). Os genes mdr de P. falcipa-
rum — pfmdrl e pfmdr2 foram identificados por
homologia com os genes mdr em células tumo-
rais multirresistentes a drogas por mecanismos
de efluxo acelerado. Resultados preliminares
identificaram a glicoproteina Pgh-1, codificada
por pfmdrl como moduladora de absorcéo-se-
crecdo da cloroguina em culturas de parasita in
vitro (Cowman et al., 1991). Alguns estudos de
terreno indicaram uma correlagdo entre certos
polimorfismos de pfmdrl e resisténcia a cloro-
quina (Foote et al., 1990; Nagesha et al., 2001),
mas varios outros ndo mostraram tal correla-
¢do. Duvidas persistem, portanto, sobre o pa-
pel de mutagBes de mdr na resisténcia de P. fal-
ciparum a cloroquina.

Outra série de estudos conduzidos pela
equipe de Wellems, do National Institute of
Health, desenvolveu-se em direcdo diferente:
em uma elegante experiéncia, a equipe realizou
um cruzamento, de duas cepas clonais de P. fal-
ciparum, uma resistente e outra sensivel a clo-
roquina. Fragmentos RFLP codificando 85 pro-
teinas do parasita foram usados como marca-
dores. Os mosquitos alimentados com as duas
cepas infectaram um chimpanzé e deste foram
isolados 16 linhagens clonais de P. falciparum,
8 cloroquina sensiveis e 8 resistentes. A analise
da distribuicdo dos marcadores revelou que o
fenotipo sensivel/resistente é regulado por um
Unico locus de 400 kb no cromossoma 7 (Wel-

lems et al., 1991). A utilizacdo de outros mar-
cadores permitiu em seguida reduzir o seg-
mento do locus a 40 kb que, seqlienciado, iden-
tificou o gene Pfcrt como sendo associado a re-
sisténcia a cloroquina (Fidock et al., 2000). Um
extenso trabalho de seqiienciamento de genes
Pfcrt de isolados de parasitas naturais de qua-
tro continentes permitiu identificar 10 muta-
¢Oes pontuais associadas ao fenotipo resistente.
Entretanto, apenas a muta¢do no codon 76, com
substituicdo de Lisina (AAA/AAG) por treoni-
na (ACX) mostrou correla¢do constante com o
fenotipo resistente. Além disso s6 se observou
a mutacdo K76T em isolados com outros dos 9
cddons afetados por mutacgdes (Wellems & Plo-
we, 2001). Estudos na regido amazénica confir-
mam inteiramente a correlagdo entre a muta-
cdo K76T e a resisténcia a cloroquina (Vieira et
al., 2001). Por outro lado, estudos realizados
sobre os genes homologos a pfcqr em isolados
de Plasmodium vivax resistentes a cloroquina
ndo mostraram nenhuma associagéo entre re-
sisténcia a cloroquina in vivo e mutagfes no ge-
ne de P. vivax (Nomura et al., 2001). Isso indi-
caria mecanismos diferentes de resisténcia.

Estudos de genética funcional
daviruléncia de Plasmodium falciparum

Plasmodium falciparum é a espécie mais vi-
rulenta de maléria, responsével por formas gra-
ves, levando com freqiiéncia a obito. Na Africa,
essas formas graves manifestam-se principal-
mente sob trés formas: maléria cerebral em
criangas, anemia grave em criangas e adultos
jovens, e maldria da gestante. Pesquisas realiza-
das em dois laboratérios americanos (NIH e
Affymax) e um inglés (Molecular Medicine,
Oxford) levaram em 1995 & descoberta dos ge-
nes responsaveis pela variagdo antigénica e pe-
la sequiestragdo de Plasmodium falciparum — os
genes var — (revisdes em Newbold et al., 1999;
Nogueira et al., 2001; Craig & Scherf, 2001). Os
genes var constituem uma familia poligénica
de 40 a 50 elementos, distribuidos nos 14 cro-
mossomos do parasita, que codificam as pro-
teinas PFEMP-1 (erythrocyte membrane pro-
tein n.1), expostas na superficie do glébulo ver-
melho parasitado e responsaveis pela seqles-
tracdo de formas evolutivas dos parasitas por
adesdo e retencdo dos mesmos nos capilares
po6s-venosos. Quando a sequiestragdo ocorre in-
tensamente em érgdos nobres como o cérebro,
0 pulméo, o rim ou a placenta, desenvolvem-se
patologias graves, sendo particularmente grave



a sequestracdo no cérebro, causando malaria
cerebral. Dois fenémenos de interacdo dos glo-
bulos parasitados com estruturas celulares do
hospedeiro humano foram identificados na se-
questragdo: a citoaderéncia e a formagao de ro-
setas. Ambos os fendmenos dependem da pro-
teina PFEMP-1 e a andlise dos genes var mos-
trou a estrutura peculiar dessas proteinas. Sao
proteinas de alto peso molecular (200 a 300
kDa) integradas a membrana do glébulo para-
sitado. Sdo extremamente polimdrficas, mas
guardam certas caracteristicas comuns, apre-
sentando varios motivos homélogos a protei-
nas denominadas “Duffy binding proteins” de
P. vivax e denominados motivos “Duffy bin-
ding like” — DBL.

A citoaderéncia dos glébulos vermelhos in-
fectados com formas maduras do parasita (tro-
fozoitas e esquizontes) faz-se por interagdo de
motivos DBL da proteina PFEMP-1 com recep-
tores endoteliais, que nada mais sdo do que
adesinas e integrinas, responsaveis por capta-
¢ao de glébulos brancos nos processos de dia-
pedese da corrente sangiinea para os tecidos.
Os receptores bem identificados sdo ICAM-1
(inter cellular adhesion molecule-1), VCAM
(vascular cell adhesion molecule), CD36, CD31
entre outros. Os parasitas adaptaram-se por-
tanto a reconhecer receptores preexistentes pa-
ra realizar a citoaderéncia, que representa, para
eles, um meio de evitar a passagem pelo baco,
onde altera¢cdes da membrana celular dos eri-
trocitos provocaria sua captura e destruicdo
por células fagocitarias. Pesquisas de varios
grupos permitiram identificar a regido da mo-
lécula PfEMP-1 responsavel pela especifidade
de adesdo a um ou outro receptor. Assim, a ci-
toaderéncia responsavel pela seqliestragdo no
cérebro foi identificada como dependendo dos
receptores ICAM-1 e dos motivos DBL-b asso-
ciados ao interdominio préximo (Smith et al.,
2000). A forma grave de malaria de gestante é
resultante da citoaderéncia de certas PFEMP-1
contendo motivo particular de DBL-g que re-
conhece como receptor radicais CSA (condroi-
tin sulfato A) de certas glicoproteinas abun-
dantes na placenta (Buffet et al., 1999). Portan-
to, a viruléncia particular de certas infec¢des de
maléaria falcipara se explicaria, atualmente, pela
associacdo de fatores do hospedeiro humano e
do parasita: a expressao induzida de receptores
regulados por certas citocinas de um lado e a
expressdo de certos genes var do parasita de
outro (Craig & Scherf, 2001). O outro fenéme-
no que participa da sequiestracdo é a formagao

de rosetas, pela qual glébulos vermelhos néo-
parasitados aderem aos glébulos vermelhos pa-
rasitados formando grumos celulares capazes
de perturbar a circulagdo capilar. Certas pro-
tefnas PfEMP1, através do motivo DBL-a, reco-
nhecem receptores na superficie dos eritrdcitos
sdos que podem ser o fator grupo sangtiineo
A, o receptor do complemento (CR1) e CD36
(Chen et al., 1998). Segundo Udomsangpetch
et al. (1993), a maior suscetibilidade & infeccdo
por P. falciparum, em individuos portadores do
grupo sangiiineo A, do sistema ABO, deve-se a
uma taxa de rosetas mais alta que estes indivi-
duos apresentam.

Registre-se finalmente que foram descritas
recentemente familias poligénicas em Plasmo-
dium vivax codificando antigenos variantes
com centenas de membros (del Portillo et al.,
2001). O significado e fungdes destes antigenos
estdo sendo estudados.

Estudos de gendmica funcional
de vetores anofelinos

Os anofelinos sdo vetores obrigatérios da
maléria humana e no interior deles se processa
o ciclo sexuado dos plasmédios: amadureci-
mento dos gametas, fusdo e formacédo do zigo-
to e do oocineto que atravessa a parede do in-
testino médio e se transforma em oocisto, on-
de se formam os esporozoitas, que, apds ruptu-
ra do oocisto, se dirigem para as glandulas sali-
vares, onde penetram ativamente. A especifici-
dade de relagdes parasita-mosquito é demons-
trada pela existéncia de anofelinos sensiveis e
refratarios a infeccdo por plasmoédios. Mesmo
em laboratério foram obtidos mutantes refra-
tarios de Anopheles gambiae, enquanto o tipo
selvagem da espécie é o melhor vetor conheci-
do de maléria (Brey et al., 1995). Cada uma das
etapas do ciclo evolutivo depende de interagdes
especificas entre estruturas moleculares do pa-
rasita e do hospedeiro mosquito. Em particu-
lar, 0 oocineto deve atravessar a membrana pe-
ritréfica e o epitélio do intestino médio, en-
quanto os esporozoitas devem atravessar o epi-
télio das glandulas salivares. Resulta dessas in-
teragfes a maior ou menor capacidade vetorial
de cada anofelino por cada espécie de Plasmo-
dium. Assim os esporozoitas de P. knowlei inva-
dem as glandulas salivares de Anopheles dirus,
mas ndo as de A. freeborni. Em estudo compa-
rativo de Klein e colaboradores (1991) com seis
vetores de P. falciparum na Amazodnia brasilei-
ra, verificou-se que, em relagdo a competéncia
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vetorial, A. darlingi e A. mediopunctatus se equi-
valem e foram superiores em ordem decrescen-
te a deanorum, triannulatus e oswaldoi. Em A.
albitarsis, observou-se a formacéo de oocistos
mas 0s esporozoitas foram incapazes de inva-
dir as glandulas salivares (Klein et al., 1991).
Em estudos recentes, comparando a capacida-
de vetorial de A. albimanus e A. pseudopuncti-
pennis pelo P. vivax, observou-se que o primei-
ro é refratario a P. vivax de fenotipo VK247 e
sensivel a P. vivax VK210 enquanto o segundo
mostra refratoriedade inversa (Gonzales Ceron
et al., 2001). Em anofelinos refratarios da espé-
cie A. gambiae, foi estudada em laboratério a
trajetéria dos oocinetos formados apds inges-
tdo de sangue com gametdcitos e observou-se
que eles sdo destruidos e encapsulados por es-
truturas ricas em melanina. Fenol oxidases de
tipo tirosina foram identificados em varios in-
setos e nos anofelinos refratarios como impli-
cados na mielinizagdo e, em estudos recentes,
mostrou-se que a regulagdo do gene da profe-
noloxidase 1 é regulado pelo horménio ecdiso-
na (Ahmed et al., 1999). A fenoloxidase se con-
ta portanto entre os fatores imunes do mosqui-
to cuja natureza vem recentemente sendo estu-
dada por grande namero de pesquisadores. O
objetivo a termo desses estudos é a de produzir
mutantes refratarios das espécies vetoras de
malaria, capazes, hum segundo tempo, de
substituir as populagdes naturais através do
fluxo genético entre populagdes. Assim, desen-
volve-se atualmente um programa internacio-
nal de seqlienciamento do genoma de Anophe-
les gambiae. Por outro lado, desenvolvem-se
pesquisas para identificar os atores do sistema
imune do mosquito relacionados com a refra-
toriedade. Varios peptideos com atividade an-
tibacteriana e antiplasmodial tém sido identifi-
cados (Vizioli et al., 2001). Um estudo sistema-
tico através de um projeto piloto para identifi-
cacdo de genes é desenvolvido atualmente pela

equipe de Kafatos no Laboratério Europeu de
Biologia Molecular (Dimopoulos et al., 2000).
Nesse projeto acumulam-se seqliéncias génicas
expressas no tubo digestivo de mosquito e cons-
tréem-se bancos de DNA. Os EST (expressed
sequence tags) sdo analisados em mosquitos
controles e mosquitos infectados com bactérias
e parasitas da maléria para definir seqiiéncias
relacionadas com fatores imunitarios. Foram
assim identificadas até o momento 19 seqiién-
cias relacionadas com respostas imunes e elas
se encontram em fase de analise. Parecem codi-
ficar peptideos, em geral. Em outra série de es-
tudos, uma biblioteca de phage display foi utili-
zada para identificar receptores do oocineto no
intestino médio e de esporozoitas nas glandu-
las salivares. ldentificou-se assim um peptideo
de 12 &cidos aminados que interage com a su-
perficie do epitélio do intestino médio e com o
lobo distal das glandulas salivares e que, a0 mes-
mo tempo, inibe a invasdo das glandulas saliva-
res por esporozoitas (Ghosh et al., 2001). A in-
teragdo do peptideo parece pois definir sitios
de interacdo do parasita e pode ser Gtil na mo-
dificagdo genética da capacidade vetorial.

Uma via inteiramente diferente vem sendo
seguida pelo grupo da Universidade da Califér-
nia em Irvine. O projeto consiste na produgao
de mosquitos transgénicos secretando no apa-
relho digestivo fatores introduzidos por enge-
nharia genética que inibam o desenvolvimento
do parasita. Experiéncias engenhosas foram
realizadas no modelo Aedes — Plasmodium gali-
naceum com introdugcdo, sob controle, de pro-
motor de mosquito, do gene codificando para
cadeias variaveis de anticorpo monoclonal an-
tiproteina CSP (ciscumsporozoita) de P. gali-
naceum. Os resultados dessas experiéncias séo
promissoras pois o nivel de inibi¢do da coloni-
zacdo da glandula salivar do mosquito transgé-
nico, por esporozoitas, foi consideravel (James
et al., 1999; Capurro et al., 2000).
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