UNIVERSIDADE DE LISBOA
FACULDADE DE CIENCIAS

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA ANIMAL

U

LISBOA

UNIVERSIDADE
DE LISBOA

Genotipagem da mutacao G829A no gene
da piruvato cinase em individuos da Guine-
Bissau e sua associacdo com a malaria

Sara Cristina Inés Simdes Pateira

Dissertacao

Mestrado em Biologia Humana e Ambiente

2013



UNIVERSIDADE DE LISBOA
FACULDADE DE CIENCIAS

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA ANIMAL

U

LISBOA

UNIVERSIDADE
DE LISBOA

Genotipagem da mutacao G829A no gene
da piruvato cinase em individuos da Guine-
Bissau e sua associacdo com a malaria

Sara Cristina Inés Simdes Pateira

Dissertacao

Mestrado em Biologia Humana e Ambiente

Orientadores:
Octavio Paulo, Ph.D
Ana Paula Arez, Ph.D
2013



Esta dissertacdo era inicialmente para ser sobre outra temética e como tal para
ser orientado pelo Doutor Rui Moutinho Sa e pela Doutora Manuela Alvarez, devido a
varios constrangimentos no projecto a tematica inicial foi alterada e foi adicionada

como orientadora a Doutora Ana Paula Arez.

As referéncias bibliogréficas nesta dissertacdo estdo de acordo com as normas da
revista British Journal of Haematology.

A escrita desta dissertacdo ndo segue as regras do novo acordo ortografico.
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Resumo

A malaria € uma doenca provocada por um parasita protozoario do género
Plasmodium, que é transmitida por mosquitos do género Anopheles e que pode acarretar
um grande conjunto de complicacdes, podendo em muitos casos levar mesmo a morte.
Esta doenca é uma das mais incidentes nos continentes africano, asiatico e sul-

americano e tem uma incidéncia mundial de cerca de 216 milhdes de casos.

A elevada mortalidade e o grande impacto desta doenca fazem com que ela seja
considerada como uma das maiores forcas selectivas evolucionarias da historia recente
da humanidade. O impacto que esta doenca tem na evolugdo Humana, faz com que as
variantes dos genes que permitam ao seu portador uma resisténcia a malaria ou uma
atenuacdo dos seus sintomas, tenham vindo a ser conservados ao longo dos tempos. Até
agora ja foram encontrados varios genes que aparentam desempenhar esta funcéo, entre
0s quais se encontram alguns que regulam a producdo de enzimas, como é o caso do

gene PKLR (pyruvate kinase liver red cells).

Foi recentemente observada uma nova mutagdo no gene PKLR
(G829A;GIlu277Lys), que parece estar associada a malaria, uma vez que s6 tem sido
encontrada em paises onde a malaria € endémica. Pretende-se entdo analisar e comparar
a incidéncia desta mutacdo na Guiné-Bissau com os dados ja obtidos, em Angola,
Mogambique, Sdo Tomé e Principe, Guiné Equatorial e o grupo controlo Portugal. Para
a realizacdo desta analise foi extraido o DNA gendmico a partir de saliva recolhida em
zaragatoa ou sangue recolhido em FTA’s, Etanol e RNAlater. O exao 7 do gene PKLR
foi amplificado e posteriormente sequenciado. A comparagdo da frequéncia da
incidéncia desta mutacdo foi efectuada com recurso a programas de tratamento

estatistico.

Observou-se entdo que a populacdo da Guiné-Bissau, apesar de ser composta por
um elevado nimero de etnias, tem uma frequéncia para esta mutagdo bastante
semelhante as outras populacdes africanas. Devido a vérias limita¢cbes no estudo néo é
possivel estabelecer uma ligacdo directa entre a presenca da mutacdo e a malaria. No
entanto, os dados deste estudo permitem fazer uma adenda aos dados ja existentes para

que no futuro ser possivel fazer essa associacdo, se ela existir. E por isso muito



importante que se continuem a fazer estudos nesta area, no seguimento deste, mas mais

aprofundados.

Palavras-chave: maléria, deficiéncia na piruvato cinase, PKLR, mutacdo, G829A



Abstract

Malaria is a disease caused by a parasitic protozoan of the genus Plasmodium,
which is transmitted by a mosquito of the genus Anopheles and can result in a wide
range of complications, in many cases can even lead to death. This disease is one of the
most incidents in the African, Asian and south American continents and has a

worldwide incidence of approximately 216 million cases.

The high mortality and the major impact of this disease makes it to be
considered as one of the greatest selective forces in the recent history of humankind.
The impact that this disease has had in Human evolution causes that the variants of
genes that allows some kind of resistance against to malaria, have been preserved over
the time. Several genes that appear to play this role have been found, among which are
some genes that regulate the enzymes production, such as the PKLR gene (pyruvate

kinase liver red cells gene).

Recently, it has been observed a new mutation in the PKLR gene
(G829A;GIlu277Lys), that appears to be associated to malaria, since it has only been
found in malaria endemic countries. The aim of this study is then analyze and compare
the incidence of this mutation in Guinea-Bissau with the data already obtained in
Angola, Mozambique, Sao Tome and Principe, Equatorial Guinea and the control group
Portugal. In order to accomplish this analysis, genomic DNA was extracted from saliva
swabs or blood collected in FTA’s, Ethanol or RNAlater. The exon 7 of the PKLR gene
was amplified and subsequently sequenced. The comparison of the frequency of

incidence of this mutation was performed using statistical analysis programs.

It was then observed that the population of Guinea-Bissau, despite being
composed by a huge number of ethnicities, has a frequency for this mutation quite
similar to the other African populations. Due to several limitations of this study we were
not able to establish a direct link between the presence of the mutation and the malaria.
However, data from this study allows us to make an addendum to the existing data, so
that in future it could be possible to make this association, if it exists. It is therefore very

important that we continue to do further research in this area.

Keywords: malaria, deficiency in pyruvate kinase, PKLR, mutation, G829A
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. Introducéo

1. Malaria

A malaria é uma doenca que afecta 26 milhdes de pessoas, segundo os dados
reportados a OMS em 2012, o que gerou 106.820 mortes reportadas. Como o nimero
total de casos € bem maior que o0 nimero de casos reportados, a OMS estimou que em
2010 ocorreram cerca de 219 milhdes de casos de maléria, que se estima tenham
resultado em cerca de 660 mil mortes (Tabela 1). Estimaram também que a populacdo
em risco de contrair maléria em 2011 era de 3,3 bilides de pessoas, espalhadas por 104
paises (99 com transmissdo de malaria em curso e 5 que se encontram em prevencgao
para evitar reintroducdo) (Figura 1). Apesar do nimero de paises endémicos de malaria
ser tdo grande, 80% das mortes por malaria ocorre em apenas 14 paises e 80% dos casos
de malaria ocorre em apenas 17 paises, sendo a area mais afectada a Africa subsariana.
A maléria ainda se encontra amplamente ligada a pobreza, estando as maiores taxas de
mortalidade associadas a paises com menor produto nacional bruto per capita e maior
populacdo a viver abaixo do limiar da pobreza (World Health Organization, WHO,
2012). Apesar de actualmente a maléaria ser essencialmente endémica da América do
Sul, de Africa e da Asia, esta também ja foi endémica do sul da Europa e da América do

Norte, s6 tendo sido eliminada apés o final da 22 Guerra Mundial (Hedrick, 2011).



Tabela 1 Ndmero estimado de casos de malaria e de morte associada a malaria para 2010 pela OMS
(World Health Organization, WHO, 2012)

L Valor Valor % P. . Valor Valor %
Estimativa ) ; ; Estimativa ) )

Inferior Superior falciparum Inferior Superior <5
_ 174000 110000 242 000 98% 596 000 429000 772000 91%
_ 1100 900 1300 35% 1100 700 1800 29%
- 10 400 6400 16600 83% 15 300 7200 23500 70%
- 32000 25900 41900 53% 43000 31100 60300 32%
- 1700 1300 2 100 79% 4000 2 400 6100 41%
_ 219000 154000 289 000 90% 660 000 490000 836000 86%

Classification of countries by stage of malaria elimination, as of December 2012
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Figura 1: Classificagdo dos paises de acordo com o estadio de eliminacdo da maléria
(http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Endemic_Countries_2012.jpg)



A maléria é causada por 5 espécies de parasitas da ordem Haemosporida, género
Plasmodium, sendo elas Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium
ovale, Plasmodium malariae e Plasmodium knowlesi
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=5820
&lvI=3&srchmode=1&keep=1&unlock; Hickman et al, 2008; World Health

Organization, WHO, 2012). Os casos de maléria devido a P. falciparum sdo os mais

graves e sdo também os mais predominantes em Africa, os devido a P. vivax apesar de
serem menos perigosos sao que apresentam uma distribuicdo mais vasta a nivel
mundial, enquanto os casos devidos as outras trés espécies sao muito menos frequentes
(World Health Organization, WHO, 2012).

A transmissdo dos parasitas € feita através da picada de fémeas de mais de 30
espécies de mosquitos do género Anopheles (sendo An. gambiae, An. arabiensis e An.
funestus as principais espécies da Guiné-Bissau) (World Health Organization, WHO,
2012). Os humanos funcionam como hospedeiro intermediario e reservatério, enquanto
0s mosquitos funcionam como hospedeiro definitivo e vector. A infeccdo ocorre quando
uma fémea de Anopheles ingere sangue de um ser humano, que tem no seu sangue 0sS
estadios reprodutores maturos masculinos e femininos (gametécitos) do parasita. Inicia-
se entdo um ciclo complexo de desenvolvimento e multiplicacdo — ciclo esporogonico -
gue comeca pela unido entre os gametas masculinos e femininos originados a partir dos
gametdcitos no estbmago do mosquito, e termina com a formacao dos esporozoitos que
se acumulam nas glandulas salivares do mosquito. A transmissdo, propriamente dita,
ocorre quando 0 mosquito que apresenta esporozoitos nas suas glandulas salivares pica
um humano (Figura 2). O tempo do processo de maturagcdo do parasita (que ocorre no
intestino médio do mosquito) € variavel, e encontra-se dependente das temperaturas
exteriores e da espécie de Plasmodium em causa (World Health Organization, WHO,
2012; Zucker, 1996).

Apols a picada do mosquito, 0s esporozoitos entram no figado e inicia-se a
esquizogonia exoeritrdcitaria. O periodo de incubacdo dos parasitas no figado varia de 6
a 15 dias, dependo da espécie de Plasmodium. Os merozoitos libertados no ciclo
esquizogodnico no figado invadem os glébulos vermelhos, onde efectuam uma série de

ciclos esquizogoénicos eritrocitarios. Os merozoitos entram nos glébulos vermelhos,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=5820&lvl=3&srchmode=1&keep=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=5820&lvl=3&srchmode=1&keep=1&unlock

logo ap6s um ciclo no figado, no entanto no caso do P. vivax e do P. ovale essa entrada
pode nos glébulos vermelhos pode ser retardada, uma vez que estas espécies formam
hipnozoitos que ficam temporariamente dormentes, e s6 depois iniciam o ciclo no
figado. Apds a entrada nos globulos vermelhos, os merozoitos transformam-se em
trofozoitos ameboides e alimentam-se de hemoglobina. O produto final da digestdo da
hemoglobina pelo parasita € um pigmento escuro e insolivel, a hemozoina. A
hemozoina acumula-se nas células do hospedeiro (podendo também acumular-se no
figado, baco e outros 6rgdos), e liberta-se quando a nova geracdo de merozoitos é
produzida. Um trofozoito, dentro de um glébulo vermelho, produz entre 6 a 36
merozoitos, dependendo da espécie, prontos a infectar novos globulos vermelhos.
Quando os glébulos vermelhos contendo merozoitos rebentam, libertam os produtos
metabdlicos do parasita que ai se acumularam. E a libertacdo destas substancias na
circulacdo sanguinea do paciente que faz com que ocorra a sintomatologia caracteristica
(Figura 2) (Hickman et al, 2008).
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Figura 2 Ciclo de vida do Plasmodium (http://www.cdc.gov/malaria/about/biology/)



A doenca apresenta um largo espectro de manifestacdes clinicas, sendo o
sintoma mais caracteristico a febre. Outros sintomas comuns incluem calafrios, suores,
dores de cabega, mialgias, nauseas, vomitos, diarreia, fraqueza, esplenomegalia,
hepatomegalia, ictericia, hipotensdo, dores abdominais, dores no corpo generalizadas,
mal-estar geral e tosse. Com o desenvolvimento da doenca alguns pacientes
desenvolvem o cenario classico de malaria, que é caracterizado por crises da doenca
intercaladas com periodos sem qualquer tipo de sintoma. Os periodos de crise sdo
compostos por 3 fases; a primeira fase dura entre 15 a 60 minutos, é considerada o
estadio frio e € caracterizada por tremores e sensacdo de frio intenso; a segunda fase
dura entre 2 a 6 horas, é considerado o estadio quente e é caracterizada por febres que
chegam a alcancar picos de 41°C, o paciente cora, fica com a pele seca e geralmente
ocorrem também dores de cabeca, nduseas e vomitos; a Ultima fase dura ente 2 a 4
horas, é considerado o estddio do suor e é caracterizado pela queda répida da
temperatura e por suores. A periodicidade destas febres é variavel de acordo com a
espécie do parasita em causa. A periodicidade tende a ser bem definida, 48 horas para o
P. vivax e 0 P. ovale, 72 horas para o P. malariae e 24 horas para o P. knowlesi. O caso
do P falciparum a febre tende a ser irregular, ndo mostrando uma periodicidade
caracteristica, apesar desta se aproximar das 48 horas. Esta irregularidade esta associada
a elevada taxa de multiplicacdo que rapidamente dessincroniza a periodicidade, e
também ao facto de, por vezes, estarem varias populacdes (genotipos) presentes na
mesma infecdo (situacdo bastante comum) gerando assim ciclos assincronos. No
entanto, este padrdo classico ndo ocorre no inicio do desenvolvimento da malaria,
podendo em alguns casos nunca surgir. Nos casos de malaria complicada ocorre o
surgimento de complicagdes graves, sendo as mais comuns a malaria cerebral (que tem
uma taxa de mortalidade associada entre 15 a 50 %) e a anemia grave. Para além destes
sintomas mais comuns, 0s casos de malaria complicada apresentam também
complicagbes como: hiperparasitémia, hemoglobindria, hipoglicémia severa, acidose
léctica, hipertermia prolongada, choque, disfun¢des pulmonares, cardiacas, hepaticas ou
renais, convulsdes, sangramentos espontaneos, diarreia e voOmitos exacerbados,
pneumonia por aspiracdo e ruptura do bago, sendo em muitos casos fatal. Idosos,

criangas, mulheres gravidas, pessoas imunodeprimidas e pessoas com doencas cronicas



sdo mais susceptiveis de desenvolverem malaria complicada (Crutcher & Hoffman,

1996; http://www.cdc.gov/malaria/about/disease.html).

No passado, a taxa de mortalidade relativa @ malaria era ainda maior do que hoje
em dia, especialmente em popula¢des que nunca tinham estado expostas a malaria,
como foi o caso das populagdes europeias em Africa, por volta de 1800s. Pensa-se que 0
namero de mortes referentes & malaria aumentou ha cerca de 5.000-10.000 anos atras
aquando do desenvolvimento da agricultara e da domesticagcdo animal, devido ao facto
de que estas actividades proporcionaram o aumento da densidade populacional humana
e da densidade populacional do mosquito. Como resultado desta elevada taxa de
mortalidade, da extensa difusdo e do impacto da doenca, a maléria é considerada a
maior forca selectiva da historia recente da humanidade. Como tal, os genes que
conferem resisténcia a maléria foram alvo de forte selec¢do positiva nos humanos

modernos (Hedrick, 2011). Estes genes sdo extremamente diversificados podendo ser:

e Genes associados a proteinas e receptores na superficie dos globulos vermelhos
» Mutacéo Duffy
» Gene SLC4AL (proteina da banda 3 do eritrécito)
» Gene ABO (grupos sanguineos)
e Genes associados ao sistema imunitario
» Genes HLA-Bw53 e HLA-DQw5
» Haplotipo HLA-DRB1*1302-DQB1*0501
e Genes associados a hemoglobinopatias
» Hemoglobina variante S (Anemia falciforme)
» Hemoglobina variante C
» Hemoglobina variante E
» o-talassémia
> B-talassémia
e Genes associados a enzimopatias
» Deficiéncia em glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PD)
» Deficiéncia em piruvato cinase (PK)

Devido cumulativamente quer ao elevado nimero de genes associados a resisténcia a

malaria, quer a dimensdo da doenca, é possivel encontrar-se na mesma populagdo varios



genes associados a resisténcia a doenca (Hedrick, 2011; Verra et al, 2009; Allison,
2009).

O impacto da maléaria enquanto forca selectiva, doenga e 0 peso que esta tem a
nivel econdmico para os paises afectados tem levado a um enorme crescendo do
interesse no estudo da doenca e de mutacdes que possam conferir alguma resisténcia a

mesma.

2. Piruvato Cinase

A piruvato cinase € 0 enzima que catalisa o Ultimo passo da glicolise (Figura 3),
que corresponde a transfosforilacdo do PEP em piruvato, através da utilizacdo de ADP o
que leva a sintese de ATP, sendo esta reaccao irreversivel a nivel fisiologico. Para que a
reaccdo ocorra é necesséria a presenca de K* e Mg?* (ou Mn?"). O PEP e o piruvato
estdo envolvidos em varias vias biossintéticas e energéticas e como tal a correcta
regulacdo da piruvato cinase é de extrema importancia ndo sé para a glicélise, mas
também para todo o metabolismo celular. Uma das principais caracteristicas da piruvato
cinase é a sua resposta alostérica a diversos efectores, alternando assim a sua natureza
quimica (Valentini et al, 2002; Zanella et al, 2005; Zanella et al, 2007).
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Figura 3: Glicdlise (http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Glicolise-gliconeogenese.png)

A estrutura tridimensional das véarias formas da piruvato cinase € extremamente
conservada entre varias espécies, e é quase sempre um tetramero de aproximadamente
200-240 kDa composto por quatro subunidades idénticas. Ainda assim existem
diferentes formas que variam entre monomeros e decameros. Cada uma das subunidades
que constituem o enzima é composta por quatro dominios, trés principais e um dominio
mais pequeno. Os trés dominios principais sdo o dominio A que apresenta uma
topologia em barril (B/a)g; 0 dominio B que € uma cadeia B, que se insere entre a cadeia
B3 e a hélice a3 do dominio A; e o dominio C que possui uma topologia a+f. O
dominio mais pequeno, que se encontra ausente nos procariotas, € um pequeno dominio
helicoidal N-terminal (Figura 4). As quatro subunidades do tetrdmero estdo agregadas
para formar um oligdmero simétrico D2. A interaccao entre as subunidades define duas
grandes areas de contacto a interface A/A’ que envolve os dominios A das subunidades

ao longo do eixo vertical e a interface C/C’ que abrange os dominios C das subunidades
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ao longo do eixo horizontal (Valentini et al, 2002; Zanella et al, 2005; Zanella et al,
2007).

[camain
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] ]
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Figura 4: Estrutura cristalina tridimensional da piruvato cinase relaxada (no estado activo). O
dominio N-terminal é amarelo, o dominio A é vermelho, o dominio B é azul ciano e o dominio C é verde.
A Subunidade da piruvato cinase. As esferas cinzentas indicam os 4tomos Ca de residuos subjacentes a
mutacdes. B o tetrdmero da piruvato cinase. Um dos eixos moleculares é perpendicular ao plano do papel,
enquanto o outro eixo é vertical e horizontal ao plano do papel (Valentini et al, 2002)

A existéncia de varios dominios na piruvato cinase é essencial para a regulacéo
da actividade deste enzima. Esta regulacdo é feita através da ligacdo de um ou mais
efectores que fazem o enzima alternar entre os diferentes estados conformacionais. A
alternancia entre um estado apertado de baixa afinidade (enzima inactivo) para um
estado relaxado de alta afinidade (enzima activo) ocorre através da combinagéo entre
rotagdes na subunidade e no dominio juntamente com alteracdes na conformacdo do
sitio activo. Os residuos localizados no sitio activo e a interface entre as subunidades
desempenham um papel fundamental na comunicacdo entre o local de ligacdo do
activador (localizado no dominio C) e o centro catalitico (localizado nos dominios A e
B) (Valentini et al, 2002; Zanella et al, 2005; Zanella et al, 2007).

Nos mamiferos, a piruvato cinase é codificada por dois genes: o gene PKM e o
gene PKLR. O gene PKM localiza-se no cromossoma 15 (15g22) e codifica o0s

isoenzimas M; (muscular — predominante na musculatura, coracdo e cérebro) e M,


http://www.jbc.org/content/277/26/23807/F1.expansion.html
http://www.jbc.org/content/277/26/23807/F1.expansion.html

(fetal) através de splicing alternativo do mesmo RNA. O isoenzima M, encontra-se
presente nos tecidos fetais, sendo substituido progressivamente ao longo do
desenvolvimento por outras isoformas especificas de cada tecido, no entanto mantem-se
como isoforma dominante nos rins, leucdcitos, plaquetas, pulmdes, baco e tecido
adiposo. Este isoenzima é também expresso num grande numero de tumores, onde
substitui o isoenzima especifico do tecido. O isoenzima M, apresenta resposta cinética
sigmoidal ao PEP, é alostericamente activado pela FBP e negativamente regulado pela
ATP, enquanto o isoenzima M; ndo apresenta propriedades cooperativas (Valentini et
al, 2002; Zanella et al, 2005; Zanella et al, 2007). O gene PKLR localiza-se no
cromossoma 1 (1g21), tem mais de 9.5 kb e codifica a isoenzima PKL (encontra-se no
figado, no cortex renal e no intestino delgado) e a isoenzima PKR (exclusiva dos
glébulos vermelhos). A alternancia entre a codificacdo dos dois tipos de isoenzima
ocorre através do recurso a promotores alternativos especificos do tecido em causa. A
regido codificante do gene é composta por doze exdes, dez dos quais sdo partilhados
pelos dois isoenzimas, enquanto o exdo 1 e 2 sdo especificos dos isoenzimas PKR e
PKL, respectivamente. Tal como o isoenzima M, os isoenzimas PKL e PKR
apresentam resposta cinética sigmoidal ao PEP, sdo alostericamente activados pela FBP
e negativamente regulados pela ATP. O cDNA que codifica o isoenzima PKR tem 2060
bp e codifica 574 aminoacidos. O promotor do isoenzima PKR no gene PKLR localiza-
se na regido 5’ antes do primeiro exdo e ja foram identificadas duas caixas CAC e
quatro motivos GATA nos 270 bp até ao coddo de iniciacdo. Os 120 bp mais proximos
ao coddo de iniciacdo tém actividade promotora basal, enquanto que os 120-270 bp
actuam como um enhancer poderoso nos eritrocitos (Valentini et al, 2002; Zanella et al,
2005; Zanella et al, 2007).

A PKR é uma proteina bastante estavel capaz de durar durante toda a vida do
eritrocito. Contrariamente a outras piruvato cinases este enzima € protegido da
inactivacdo pelo calor pela FBP. Este enzima é um tetrdmero composto por duas
subunidades de 62 kDa e outras duas subunidades de 58 kDa, as duas subunidades mais
leves geram-se devido ao corte proteolitico da cadeia N-terminal. O papel
desempenhado pela extensdo N-terminal e a estrutura real dos dois tipos de subunidades

deste enzima ainda estdo por descobrir (Zanella et al, 2005; Zanella et al, 2007).

A producdo de ATP nos eritrocitos depende exclusivamente da glicélise, como

tal a piruvato cinase desempenha um papel fundamental no metabolismo dos eritrocitos,
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pois catalisa um dos dois passos de producdo de ATP nos glébulos vermelhos. Como tal
a diminuicdo da actividade da piruvato cinase tem grandes consequéncias nas funcdes
celulares e na esperanca de vida celular, uma vez que reduz a quantidade de energia
produzida podendo levar a deplecdo do ATP e consequentemente a hemolise. Para além
disso a deficiéncia na piruvato cinase leva a acumulacao dos intermediarios glicoliticos
proximos ao blogqueio metabolico, em especial o 2,3-DPG que pode aumentar até trés
vezes e assim dificultar ainda mais o fluxo glicolitico, através da inibicdo da hexocinase
(Valentini et al, 2002; Zanella et al, 2005; Zanella et al, 2007; Berghout et al, 2012).

Como ja se referiu, a piruvato cinase é extremamente importante para o bom
funcionamento celular mas no entanto é a segunda causa mais comum de anemia
hemolitica ndo esferocitica hereditaria em humanos (Berghout et al, 2012). Ja foram
encontradas pelo menos 180 mutagdes associadas a anemia hemolitica ndo esferocitica e
8 sitios polimorficos no gene PKLR (Zanella et al, 2007). As mutacdes identificadas sdo
principalmente missense (69%), de splicing (13%) e nonsense (5%); no entanto
pequenas delecgdes, insercbes e mutacdes de frameshift também ocorrem, apesar de
serem raras. Foram encontradas apenas duas mutacdes na regido do promotor do gene (-
72A—G e -83G—C) e foram funcionalmente caracterizadas: a -72A—G causa a
disrupcdo GATA-1 e a -83G—C altera o elemento regulatério PKR-RE1. Foram
encontradas algumas grandes delecgdes no gene PKLR: a “Gypsy” que é uma delec¢do
de 1149bp e leva a perda do exdo 11, a PK “Viet” que ¢ uma deleccao de 5006bp e gera
um cDNA sem os exdes 4 a 11. As trés mutacdes mais frequentes em doentes com
piruvato cinase deficiente sdo a 1529A, a 1456T e a 1468T, estando associadas a um
background étnico e regional especifico. A mutagdo 1529A é comum nos EUA (42%) e
no Norte e Centro da Europa (41%), enquanto a mutacdo1456T é prevalente no Sul da
Europa (32% em Espanha, 35% em Portugal e 29% em lItalia), onde a mutacdo 1529A é
rara. A mutacdo 1468T ocorre com maior frequéncia na Asia (9/16 familias ndo
relacionadas). Apenas duas mutagfes (1151T e 1436A) sdo comuns as populacdes
japonesas e caucasianas. Outras mutacdes, em especial a 721T e a 994A, estdo presentes
em baixa frequéncia em populagdes caucasianas (Zanella et al, 2005; Zanella et al,
2007). Apesar de pouco se saber sobre a prevaléncia da deficiéncia da piruvato cinase
em Africa, sabe-se que a mutacio 1456T é encontrada em afroamericanos e que a
mutacdo 1614T foi identificada em Sdo Tomé e Principe com baixa frequéncia.

Recentemente trés mutagdes (277 Glu—Lys, 295 Ala—lle e 507 His—His) foram
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identificadas em populacdes da Africa Subsaariana (Berghout et al, 2012; Manco &
Ribeiro, 2009; Beutler & Gelbart, 2000a).

A deficiéncia na piruvato cinase encontra-se distribuida mundialmente, mas
estabelecer a prevaléncia actual da doenca tem vindo a ser bastante dificil e confuso,
devido as metodologias aplicadas (Carey et al, 2000). A prevaléncia da doenca estimada
com base no numero de pacientes afectados tende a ser substancialmente inferior a
estimativa efectuada com base na prevaléncia dos heterozigoticos na popula¢do, uma
vez que a mortalidade pré-natal e neonatal diminui a frequéncia da doencga na populagéo
em geral (Beutler & Gelbart, 2000b). A prevaléncia da doenca estimada através de
estudos da frequéncia do gene na populacdo branca € de 1:20.000 (Beutler & Gelbart,
2000a) e a estimada na Asia através de da medicio da actividade do PK é de 0,1% a
3,12% (Abu-Melha et al, 2001; Feng et al, 1993; Yavarian et al, 2008). A prevaléncia
da doenca em Africa ainda é pouco estudada, no entanto sabe-se que a frequéncia dos
heterozigoticos é cerca de 1% a 2% nas populacdes da maioria dos estudos, variando
entre cerca de 0,2% e 6% (Beutler & Gelbart, 2000a, Yavarian et al, 2008; Berghout et
al, 2012).

As anomalias no gene PKLR podem gerar alteragdes, quer no enzima PKR, quer
no PKL, no entanto as manifestacdes clinicas encontram-se apenas associadas ao PKR,
uma vez que a deficiéncia hepatica é geralmente compensada pela persisténcia da
sintese da enzima nos hepatdcitos. Nos eritrocitos isto ndo acontece, pois como as
células sdo enucleadas ndo se sintetiza nova proteina. As manifestacdes clinicas da
deficiéncia na piruvato cinase passam por uma hemolise vitalicia que gera anemia. O
grau de severidade da anemia é variavel, indo desde o muito suave ou anemia
totalmente compensada (detectavel apenas na idade adulta) até anemia neonatal fatal e
ictericia, o que leva a necessidade de transfusdes de sangue e subsequente terapia
continua de transfusdo. Em casos mais raros ocorre também hidropsia fetal e morte
durante o periodo neonatal. Nas criancas, a anemia tende a melhorar com a idade,
podendo mesmo desaparecer em alguns casos. Nos adultos, o grau de anemia é
relativamente constante, podendo aumentar ocasionalmente em casos de infeccoes
agudas ou durante a gravidez. A gravidez é geralmente bem tolerada por pacientes com
esta doenga e associada a um resultado perinatal favoravel, ainda assim a hemdlise pode
aumentar, requerendo transfusdes de sangue antes e depois do parto. Outros sintomas

associados a doenca sdo esplenomegalia e esplenectomia (que levam a estabilizacéo da
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hemoglobina a niveis ligeiramente mais elevados), colecistectomia, crises aplasticas,
reticulocitose, kernicterus, Ulceras cronicas nas pernas, pancreatite aguda, abcesso
esplénico, compressdo da corda espinal, eventos tromboembolicos e excesso de ferro
(Zanella et al, 2005; Zanella et al, 2007).

Como a maioria das caracteristicas hematoldgicas da deficiéncia da piruvato
cinase ndo sdo distinguiveis das caracteristicas das outras anemias hemoliticas, o
diagnéstico tem de ser feito com base na determinacdo da actividade enzimaética
(embora alguns pacientes possam ter actividade enzimética normal ou até aumentada) e
no teste do DNA (Zanella et al, 2005; Zanella et al, 2007). A maioria dos doentes
anémicos homozigoticos ou heterozigdticos compostos apresentam um piruvato cinase
com actividade enzimética de apenas 5% a 40% da actividade enzimatica normal do
enzima (Zanella & Bianchi, 2000).

N&o é possivel estabelecer uma relacdo entre a actividade da piruvato cinase e a
severidade da hemolise ou o nimero de reticuldcitos, uma vez que pacientes com
gendtipos idénticos podem ser afectados de forma totalmente diferente, mesmo quando
sdo da mesma familia. A variacdo na expressdao clinica pode estar relacionada com
possiveis diferencas metabdlicas individuais ou na actividade proteolitica que podem
modular diversamente o efeito da actividade basal da mutacdo e na capacidade de
compensacdo da deficiéncia do enzima através da sobreexpressdo dos isoenzimas ou
através do uso de vias alternativas. A persisténcia compensatoria do isoenzima M, em
eritrécitos maduros ja foi descrita em alguns doentes severamente afectados (Zanella et
al, 2005; Zanella et al, 2007).

A deficiéncia na piruvato cinase ja foi associada com uma possivel resisténcia a
malaria. A primeira associacdo foi estabelecida com recurso a um modelo experimental
murino por Min-Oo et al. que observou que duas estirpes de ratos congénitos
recombinantes eram protegidas contra a infeccdo por Plasmodium chabaudi e foi
identificada a mutagdo 269T—A (90lle—Asn) no gene PKLR como sendo a mutagdo
responsavel por esta protec¢do. Esta mutacdo foi relacionada com a protecgdo devido ao
facto de os homozigdticos 269T—A apresentarem uma diminui¢do na parasitémia e
uma maior sobrevivéncia a infeccdo (Min-Oo et al, 2003). A mutagdo 269T—A
também ja foi descrita em humanos com deficiéncia na piruvato cinase, mas sem estudo

de associacdo a maléaria (Van Solinge et al, 1997). Min-Oo e os seus colaboradores
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continuaram a analisar a expressao fenotipica do alelo 269A e a correlacdo entre a sua
actividade enzimética, a extensdo da anemia hemolitica e a proteccéo do alelo contra a
maléria, em modelos experimentais murinos. ldentificaram também uma segunda
mutagdo 338Gly—Asp que apresenta um fenotipo mais severo, o que permitiu concluir
que o grau de proteccdo esta associado com o grau de deficiéncia da piruvato cinase. Foi
também sugerido que o aumento da fagocitose de eritrocitos ndo infectados e infectados
com P. chabaudi pode contribuir decisivamente para a reducdo da parasitémia e levar ao
aumento da resisténcia a infeccdo (Min-Oo et al, 2004; Min-Oo & Gros, 2005; Min-Oo
et al, 2007).

Através da realizacdo de estudos in vitro foi possivel comparar o crescimento de
P. falciparum em eritrocitos normais com o crescimento em eritrécitos com piruvato
cinase deficiente, em humanos, tendo-se observado que nos eritrdcitos homozigéticos
para a deficiéncia, ha uma reducéo significativa do desenvolvimento parasitario durante
trés ciclos de crescimento sucessivos e nos heterozigoticos ndo ocorrem efeitos
significativos. Na analise da maturacdo intracelular do parasita ndo foram encontradas
diferengas entre eritrocitos de homozigéticos e heterozigéticos para a deficiéncia e os
eritrocitos controlo. Foi também detectado que os eritrdcitos parasitados (deficientes e

controlos) eram mais fagocitados (Ayi et al, 2012; Durand & Coetzer; 2008).

Ainda ndo sdo conhecidos 0os mecanismos que fazem com que a piruvato cinase
afecte a capacidade de replicacdo do Plasmodium dentro dos eritroitos, mas pode
envolver uma das seguintes possibilidades: a membrana torna-se mais rigida (devido a
deplecdo do ATP nas células que leva a perda de grandes quantidades de agua e
potassio, gerando desidratacdo e rigidez) afectando assim a invasdo por parte do
parasita; a alteracdo das propriedades da membrana resulta num encurtamento da
semivida dos eritrocitos infectados e ndo infectados, devido ao aumento da fagocitose; o
aumento dos metabolitos intermédios, como a 2,3-DPG e espécies oxidativas, gera um
ambiente intracelular menos favoravel; a alteracdo no racio de reticuldcitos a
amadurecer nos eritrocitos em circulagdo, afecta a replicacdo do Plasmodium que
prefere eritrocitos maturos como hospedeiros; e a diminuicdo do metabolismo da
glucose por parte do hospedeiro dentro do eritrocito (Zanella & Bianchi, 2000; Min-Oo
et al, 2003).
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A partir da analise dos niveis de ATP em eritrocitos com deficiéncia na piruvato
cinase foi possivel observar uma correlagdo entre os niveis de ATP e, quer a inibicdo da
invasdo parasitaria, quer do aumento da fagocitose dos eritrdcitos infectados. Os
parasitas que invadem eritrocitos com piruvato cinase deficiente respondem a baixos
niveis de ATP dentro do eritrdcito, através do aumento paralelo do ATP produzido pelo
parasita com recurso a sobre-regulacdo da piruvato cinase especifica do Plasmodium
falciparum. Com base nestes e noutros resultados foi sugerido por Ayi et al. que a
proteccdo contra a malaria estaria associada a reducdo na producdo de ATP
conjuntamente com o aumento do 2,3-DPG, o que contribui para a manutencdo do GSH
em baixa quantidade, levando assim a que se possam formar quantidades excessivas de
radicais livres que transformam a oxi-hemoglobina em meta-hemoglobina e em Gltima
instdncia gerarem hemocromas, contribuindo para a destabilizacdo mecénica da
membrana dos eritrocitos com piruvato cinase deficiente e disrompendo o citoesqueleto
proteico da membrana celular, através da agregacao da banda 3 do complexo espectrina-
actina e consequentemente diminuindo a invasdo do parasita (Ayi et al, 2009).

3. Mutacdo G829A (Glu277Lys)

A mutacdo G829A é uma mutacdo missense que se encontra no par de bases 829
apos o nucledtido A do coddo de iniciacdo ATG e se localiza no exdo 7. Simulagdes
realizadas a substituicdo Glu277Lys na proteina da piruvato cinase sugerem que esta
mutacdo € provavelmente ndo funcional. A perda de funcdo da proteina deve-se
possivelmente a alteracdo da carga num sitio exposto (uma vez que o Glu é
negativamente carregado e a Lys é positivamente carregada), modificando assim a

accdo do enzima (Machado et al, 2012).

Esta substituicdo aminoacidica foi identificada inicialmente em dois individuos,
um do grupo étnico Mandenka (grupo étnico do Oeste Africano) e outro do grupo étnico
Brahui do Paquistdo (Berghout et al, 2012). Posteriormente, num estudo feito na Africa
Subsaariana a mutag&o foi encontrada em diversos paises: Mogambique apresentou uma
frequéncia de heterozigéticos de 7,1% (a que corresponde uma frequéncia alélica de
3,7%), Angola onde se observou uma frequéncia de heterozigoticos de 6,7% (que

equivale a uma frequéncia alélica de 3,4%), Guiné Equatorial registou uma frequéncia
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de heterozigdticos de 2,6% (a que corresponde uma frequéncia alélica de 1,3%) e S&o
Tomé e Principe onde se encontrou uma frequéncia de heterozigéticos de 3,0% (que
equivale a uma frequéncia alélica de 1,5%). Em Mocambique foi também possivel
observar que 41,7% dos deficientes para a piruvato cinase que apresentavam reducéo da

actividade enzimatica apresentavam a mutacdo G829A (Machado et al, 2012).
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1. Objectivos do estudo

O efeito protector da piruvato cinase relativamente a maléria em humanos ainda
ndo estd estabelecido, uma vez que até hoje os Unicos dados que foram obtidos em
humanos parecem mostrar uma reducdo da infeccdo por maléaria em individuos com
piruvato cinase deficiente (apenas 11 individuos), no entanto é também possivel
observar um individuo com deficiéncia na piruvato cinase e que tem malaria severa. Os
dados mais consistentes que suportam a teoria do efeito protector da piruvato cinase
foram obtidos em modelo experimental murino (onde se encontrou uma associacao
significativa entre a deficiéncia na piruvato cinase e a diminuicdo da parasitémia e o
aumento da sobrevivéncia a malaria) e através de estudos in vitro usando eritrocitos
humanos deficientes para a piruvato cinase (onde se observou uma reducdo significativa
na invasao dos eritrécitos pelos parasitas em eritrocitos homozigéticos para a
deficiéncia na piruvato cinase e o0 aumento da fagocitose dos eritrocitos parasitados).
Estdo claramente em falta dados na populacdo humana que permitam identificar uma
variante de piruvato cinase deficiente altamente prevalente nas regides onde a malaria é
endémica e permitam encontrar assinaturas de selec¢do na regido do genoma onde se
encontra o gene PKLR. E também muito escassa a informacdo proteémica sobre a
infecgdo pelo Plasmodium, faltando dados sobre: o proteoma dos eritrécitos normais
infectados com o Plasmodium, o proteoma dos eritrocitos com piruvato cinase
deficientes infectados e ndo infectados pelo Plasmodium e o proteoma do proprio
parasita quando se desenvolve em eritrdcitos piruvato cinase deficientes. Estes dados
protedmicos dardo informacdes fundamentais para o entendimento da dindmica da

infeccdo e 0s mecanismos associados a proteccao contra a malaria.

O objectivo principal desta tese ndo é resolver todos estes problemas e
preencher todas as lacunas de informacgdo aqui relatadas, mas sim acrescentar mais
alguns dados que possam vir a dar mais alguma luz sobre uma possivel associagdo entre
a deficiéncia na piruvato cinase e a protecgéo relativamente a malaria nos humanos. De
forma geral, esta dissertacdo pretende contribuir para o conhecimento dos factores
geneéticos associados com a protec¢do a malaria em humanos, e para a identificacdo de
mecanismos protectivos que possam ser utilizados como fonte de conhecimento para o

desenvolvimento de terapéuticas. Este trabalho intenta também acrescentar mais
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algumas informacdes aos conhecimentos gerais das deficiéncias enzimaticas

eritrécitarias.
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I11. Materiais e Métodos

1. Grupos de estudo

Entre Janeiro de 2013 e Maio de 2013 foram recolhidas amostras sanguineas e
realizados esfregacos bucais em 81 pacientes de 4 unidades hospitalares da Guine-
Bissau: 15 na Agéncia de Saude Bésica de Madina, 15 na Agéncia de Salde Bésica de
Caiquéne, 40 no Hospital Materno-Infantil de lemberém e 11 na Agéncia de Salde
Basica de Indena (Tabela 2).

Tabela 2: Numero de individuos por sexo e unidade hospitalar

5 10 15
4 11 15
12 28 40
4 7 11
25 56 81

Os resultados que foram obtidos no grupo de amostras da Guiné-Bissau foram
comparados com os resultados obtidos os grupos de Mogambique (composto por 447
amostras), de Angola (composto por 164 amostras), da Guiné Equatorial (composto por
38 amostras) e de Sdo Tomé e Principe (composto por 167 amostras) como o objectivo
de avaliar se a populagdo da Guiné-Bissau tem uma incidéncia da mutagcdo semelhante a
outros paises onde a maléria é endémica. As amostras da Guiné-Bissau foram ainda
comparadas com amostras de Portugal (74 amostras) que serviram de contraposicao,

uma vez que Portugal é um pais onde a malaria se encontra erradicada hd muitos anos.
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Todos os resultados dos grupos comparativos foram gentilmente cedidos pela Dr.2 Ana

Paula Arez.

Foram excluidas 15 das 81 amostras da Guiné-Bissau, uma vez que devido as
condicOes de acondicionamento das amostras estas se encontravam mais degradadas o

que impossibilitou a amplificacdo das mesmas.

Toda a informacdo que foi considerada relevante como sexo, idade, ascendéncia
étnica, habitos de proteccdo contra o mosquito, etc., foi fornecida pelos individuos
participantes no estudo através da realizacdo de um inquérito (ver anexo 1). Todos 0s
participantes assinaram uma declaragdo de consentimento informado para que 0s seus

dados e a analise de genes pudessem ser utilizados (ver anexo 2, 3 e 4).

2. Recolha de amostras

As amostras de sangue foram recolhidas por punc¢éo digital, tendo-se obtido de
cada individuo, sangue para dois tubos (cerca de 20-30uL de sangue para cada tubo) e
para papel de filtro (devido a limitagdes de material nem todas as amostras foram
possiveis de ser recolhidas em papel de filtro). O sangue retirado para os tubos foi
conservado por dois métodos distintos: a amostra de um dos tubos foi conservada
recorrendo a etanol e a do outro tubo foi conservada recorrendo a RNAlater. Os
esfregacos bucais foram realizados esfregando a zaragatoa duas vezes em cada lado da

boca dos pacientes. Foi realizado para todos os individuos o teste rapido para a malaria.

Como as amostras foram recolhidas na Guiné-Bissau em locais com poucas
condigcbes de conservacdo apenas, estiveram refrigeradas enquanto se encontraram
dentro das unidades hospitalares. Assim, estas em condi¢des de conservacgao ndo ideais
levaram muito provavelmente a degradacdo do DNA, o que veio a trazer algumas

complicacdes a nivel da amplificacdo da mutagdo em estudo.

Todos os procedimentos experimentais que se seguem foram realizados no
Laboratorio do Departamento de Promogdo da Salde e Prevencdo de Doengas Nao
Transmissiveis do Instituto Nacional de Saide Doutor Ricardo Jorge, sob a alcada da
Investigadora Isabel Picanco, e no Laboratorio de Biologia Evolutiva e Genética do

Departamento de Biologia Animal da Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa.
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3. Extraccdo do DNA

O DNA genomico de cada individuo foi extraido ou a partir dos leucocitos

presentes nas amostras sanguineas ou a partir das células do epitélio bucal contidas nos

esfregagos bucais, com recurso ao kit QIAmp DNA Mini Kit da Qiagen (Netherlands) e

seguindo 3 protocolos diferentes, de acordo com o tipo de amostra e 0 método de

conservacao.

As amostras de sangue conservadas em papel de filtro foram extraidas de acordo

com o seguinte protocolo:

1.

Colocaram-se 2 circulos de 4,25mm do papel de filtro com sangue seco num
tubo de microcentrifuga de 1,5mL e adicionou-se 180uL de Buffer ATL.
Incubou-se a 85°C por 10min. Efectuou-se uma rapida centrifugacdo para
evitar gotas na parede do tubo.

Adicionou-se 20uL de proteinase K. Misturou-se bem com o auxilio de um
vortex e incubou-se a 56°C por 1lh. Efectuou-se uma rapida centrifugacédo
para evitar gotas na parede do tubo.

Adicionou-se 200uL de Buffer AL & amostra. Misturou-se muito bem com
recurso a um vortex, e incubou-se a 70°C por 10 min. Efectuou-se uma rapida
centrifugacdo para evitar gotas na parede do tubo.

Adicionou-se 200uL de etanol (96-100%) a amostra e misturou-se muito bem
com a ajuda de um vortex. Efectuou-se uma rapida centrifugacao para evitar
gotas na parede do tubo.

Aplicou-se cuidadosamente a mistura numa coluna QIAmp Mini spin (que se
encontra num tubo receptor de 2mL). Centrifugou-se a 8.000rpm durante
1min.

Colocou-se a coluna QIAmp Mini spin num tubo receptor de 2mL novo e
descartou-se o tubo contendo o filtrado. Adicionou-se 500uL do Buffer AW1.
Centrifugou-se a 8.000rpm durante 1min.

Colocou-se a coluna QIAmp Mini spin num tubo receptor de 2mL novo e
descartou-se o tubo contendo o filtrado. Adicionou-se 500uL do Buffer AW2.

Centrifugou-se a 13.200rpm por 4 min.
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9.

10.

Colocou-se a coluna QIAmp Mini spin num tubo receptor de 2mL novo e
descartou-se o tubo contendo o filtrado. Centrifugou-se a 13.200rpm por 1
min.

Colocou-se a coluna QIAmp Mini spin num tubo de microcentrifuga de
1,5mL novo e descartou-se o tubo contendo o filtrado. Adicionou-se 80uL do
Buffer AE. Deixou-se a incubar a temperatura ambiente overnight e
centrifugou-se a 8.000rpm por 1 min.

As amostras de sangue conservadas em etanol e RNAlater foram extraidas de

acordo com o seguinte protocolo:

1.

10.

11.

Centrifugou-se os tubos com a amostra conservada em etanol ou em
RNAIlater a 13.200rpm por 10min.

Retirou-se o sobrenadante e descartou-se 0 mesmo.

Ressuspendeu-se 0 sangue que se encontrava no fundo dos tubos em 200uL
de PBS.

Pipetou-se 20uL de proteinase K para um tubo de microcentrifuga de 1,5mL.
Adicionou-se a amostra ressuspendida no PBS ao tubo de 1,5mL e adicionou-
se também 4uL RNase.

Adicionou-se 200uL de Buffer AL a amostra. Misturou-se muito bem com o
auxilio de um vortex por pelo menos 15seg.

Incubou-se a 56°C por 10min. Efectuou-se uma rapida centrifugacdo para
evitar gotas na parede do tubo.

Adicionou-se 200ulL de etanol (96-100%), € misturou-se muito bem com
recurso a um vortex por pelo menos 15seg. Efectuou-se uma répida
centrifugacgdo para evitar gotas na parede do tubo.

Aplicou-se cuidadosamente a mistura numa coluna QIAmp Mini Spin (que se
encontra num tubo receptor de 2mL). Centrifugou-se a 8.000rpm por 1min.
Colocou-se a coluna QIAmp Mini spin num tubo receptor de 2mL novo e
descartou-se o tubo contendo o filtrado. Adicionou-se 500uL do Buffer AW1.
Centrifugou-se a 8.000rpm por 1 min.

Colocou-se a coluna QIAmp Mini spin num tubo receptor de 2mL novo e
descartou-se o tubo contendo o filtrado. Adicionou-se 500uL do Buffer AW2.

Centrifugou-se a 13.200rpm por 4 min.
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12. Colocou-se a coluna QIAmp Mini spin num tubo receptor de 2mL novo e

descartou-se o tubo contendo o filtrado. Centrifugou-se a 13.200rpm por 1

min.

13. Colocou-se a coluna QIAmp Mini spin num tubo de microcentrifuga de

1,5mL novo e descartou-se o tubo contendo o filtrado. Adicionou-se 80uL do
Buffer AE. Deixou-se a incubar a temperatura ambiente overnight e
centrifugou-se a 8.000rpm por 1 min.

Os esfregagos bucais foram extraidos de acordo com o seguinte protocolo:

1.

Cortou-se a extremidade do esfregaco bucal contendo o algoddo para dentro
de um tubo de microcentrifuga de 1,5mL. Adicionou-se 400uL de PBS a
amostra e adicionou-se também 4uL RNase.

Adicionou-se 20ulL de proteinase K e 400uL de Buffer AL & amostra.
Misturou-se muito bem com o auxilio de um vortex por pelo menos 15seg.
Incubou-se a 56°C por 10 min. Efectuou-se uma rapida centrifugacdo para
evitar gotas na parede do tubo.

Adicionou-se 400uL de etanol (96-100%) a amostra e misturou-se bem com
recurso a um vortex. Efectuou-se uma rapida centrifugacdo para evitar gotas
na parede do tubo.

Aplicou-se cuidadosamente 700uL da mistura numa coluna QIAmp Mini Spin
(que se encontra num tubo receptor de 2 mL). Centrifugou-se a 8.000rpm por
1min.

Colocou-se a coluna QIAmp Mini spin num tubo receptor de 2mL novo e
descartou-se o tubo contendo o filtrado. Aplicou-se o resto da mistura na
coluna QIAmp Mini spin. Centrifugou-se a 8.000rpm por 1 min.

Colocou-se a coluna QIAmp Mini spin num tubo receptor de 2mL novo e
descartou-se o tubo contendo o filtrado. Adicionou-se 500uL do Buffer AW1.
Centrifugou-se a 8.000rpm por 1 min.

Colocou-se a coluna QIAmp Mini spin num tubo receptor de 2mL novo e
descartou-se o tubo contendo o filtrado. Adicionou-se 500uL do Buffer AW2.
Centrifugou-se a 13.200rpm por 4 min.

Colocou-se a coluna QIAmp Mini spin num tubo receptor de 2mL novo e
descartou-se o tubo contendo o filtrado. Centrifugou-se a 13.200rpm por 1

min.
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10. Colocou-se a coluna QIAmp Mini spin num tubo de microcentrifuga de
1,5mL novo e descartou-se o tubo contendo o filtrado. Adicionou-se 80uL do
Buffer AE. Deixou-se a incubar a temperatura ambiente overnight e

centrifugou-se a 8.000rpm por 1 min.

Ap0s a extraccdo todas as amostras foram quantificadas por espectrofotometria
no NanoDrop (Thermo Scientific) para avaliar a concentracdo de DNA presente em cada

amostra.

4. Seleccdo dos primers

Os primers selecionados para fazer a amplificacdo do exdo 7 do gene do PKLR,
onde se encontra a mutacdo G829A foram 0s mesmos primers que ja tinham sido

utilizados por Machado, et al. (Machado et al, 2012), para amplificar o mesmo exé&o.

e Primer forward — 7D — ACCGCAGCTGGCTCTTTC
e Primer Reverse — 7R — GTGATGGGGAATAGCGACAG

A producdo de todos os primers foi encomendada a empresa STAB VIDA
(Costa da Caparica, Portugal).

5. Amplificacdo do exao

O exdo foi amplificado através de reaccbes de polimerizacdo em cadeia (PCR)

utilizando primers especificos (Figura 5).
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oteps repeated several times

Figura 5: Representacdo da reac¢do de polimerizacdo em cadeia
http://wiki.biomine.skelleftea.se/wiki/images/c/c6/Steps_in_PCR.gif (consultado dial6-09-2013)

Devido a reduzida quantidade de amostra recolhida e as fracas condigdes de

acondicionamento, as amostras encontravam-se degradadas o que impossibilitou a

optimizacdo do PCR, como tal tiveram de ser utilizadas diversas misturas de reaccdo e

varios ciclos térmicos, para cada amostra até ser possivel a amplificacdo de cada uma

delas.

Os varios modelos de misturas de reaccao utilizados encontram-se explicitados

na Tabela 3.
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Tabela 3: Quantidade de cada um dos componentes utilizados em cada um dos modelos de mistura de
reaccdo

-————
o Agua 1 258 22,9 20,9 13,9

. Tampdo @ 10 1x 10 1x 10 1x 10 1x
 MgCl, | 6 3mMm 6 3mM 6 3mMm 8 4 mM
- dNTP’s 4 0,2mM 4 0,2 mM 4 0,2 mM 4 0,2mM
.~ BSA | - - 1,6 0,32 mM 1,6 0,32 mM 1,6 0,32 mM
~ Primer Fwr 1 2 ng/uL 1 2 ng/uL 1 2 ng/uL 1 2 ng/uL
~ PrimerRv 1 2 ng/uL 1 2 ng/uL 1 2 ng/uL 1 2 ng/uL
. Tag | 02 0,02 U/uL 0,5 0,05 U/pL 0,5 0,05 U/uL 0,5 0,05 U/uL
- 48 - 47 - 45 - 40 -

~ DNA 2 variavel 3 variavel 5 variavel 10 variavel
Total Reaccdo 50 - 50 - 50 - 50 -

A enzima polimerase de DNA utilizada foi a GoTaq Flexi, da Promega
(Madison, USA).

A reaccdo de amplificacdo foi executada num termociclador GeneAmp PCR
System 2700, da Applied Biosystems (Foster City, USA). Tal como nas misturas de
reaccdo ndo foi possivel utilizar apenas um dnico ciclo térmico. Os ciclos térmicos

utilizados foram os seguintes:

e Ciclo 1 — comegou-se com um periodo inicial de desnaturacdo de 1 minuto a
94°C, seguido de 32 ciclos compostos por um periodo de 45 segundos a 94°C,
45 segundos a 65°C e 45 segundos a 72°C, finalmente realizou-se um periodo
de extensdo de 5 minutos a 72°C. Para a realizacdo do ciclo 1 utilizou-se a
mistura de reaccdo modelo 1.

e Ciclo 2 — comegou-se com um periodo inicial de desnaturacdo de 1 minuto a
94°C, seguido de 35 ciclos compostos por um periodo de 45 segundos a 94°C,
45 segundos a 65°C e 45 segundos a 72°C, finalmente realizou-se um periodo
de extensdo de 5 minutos a 72°C. O ciclo 2 foi realizado utilizando as
misturas de reaccdo modelo 2, modelo 3 e modelo 4.

e Ciclo 3 — comecou-se com um periodo inicial de desnaturacdo de 1 minuto a
94°C, seguido de 35 ciclos compostos por um periodo de 45 segundos a 94°C,
45 segundos a 62°C e 45 segundos a 72°C, finalmente realizou-se um periodo
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de extensdo de 5 minutos a 72°C. Para a realizacdo do ciclo 1 utilizou-se a
mistura de reac¢cdo modelo 3.

e Ciclo 4 — comegou-se com um periodo inicial de desnaturacdo de 1 minuto a
94°C, seguido de 35 ciclos compostos por um periodo de 45 segundos a 94°C,
45 segundos a 60°C e 45 segundos a 72°C, finalmente realizou-se um periodo
de extensdo de 5 minutos a 72°C. Para a realizacao do ciclo 1 utilizou-se a
mistura de reac¢cdo modelo 3.

e Ciclo 5 — comegou-se com um periodo inicial de desnaturacdo de 1 minuto a
94°C, seguido de 35 ciclos compostos por um periodo de 45 segundos a 94°C,
45 segundos a 57°C e 45 segundos a 72°C, finalmente realizou-se um periodo
de extensdo de 5 minutos a 72°C. Para a realizacao do ciclo 1 utilizou-se a
mistura de reac¢cdo modelo 3.

e Ciclo 6 — comegou-se com um periodo inicial de desnaturacdo de 1 minuto a
94°C, seguido de 35 ciclos compostos por um periodo de 45 segundos a 94°C,
45 segundos a 55°C e 45 segundos a 72°C, finalmente realizou-se um periodo
de extensdo de 5 minutos a 72°C. Para a realizacdo do ciclo 1 utilizou-se a

mistura de reaccdo modelo 3.

Os resultados obtidos foram confirmados por electroforese em gel de agarose a
2% corado com Redsafe (20.000x). As bandas dos géis foram visualizadas e
fotografadas por exposicdo a luz ultravioleta, sendo o tamanho destas calculado por
comparagdo com o marcador molecular Gene Ruler da Fermentas. A figura 6 apresenta
um dos géis obtidos.

Figura 6: Fotografia de uma electroforese em gel de agarose do ex&o 7 do gene PKLR (350bp)
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6. Sequenciacdo do exao

Antes de se poder proceder a sequenciacdo das amostras é necessario realizar a
purificacdo das mesmas. Como tal, todas as amostras em que foi possivel observar uma

banda na zona dos 350bp foram purificadas de acordo com o seguinte protocolo:

1. Dividiu-se os 40uL de produto de PCR para dois tubos de microcentrifuga,
20uL para cada tubo.

Adicionou-se 20uL de SureClean da Bioline (Tauton, USA) a cada tubo.
Misturou-se bem com o auxilio de um vortex por 30 min.

Centrifugou-se a 14.680 rpm por 25 min.

Retirou-se o sobrenadante sem perturbar o pellet.

Adicionou-se 40uL de etanol a 70% a cada tubo.

Centrifugou-se a 14.680 rpm por 15 min.

Retirou-se o sobrenadante sem perturbar o pellet.

© ©° N o g kDN

Deixou-se as amostras a secar para evaporar bem o etanol.

10. Eluiu-se as amostras em 17uL de ddH,O

As amostras depois de purificadas foram encaminhadas para a Beckman Coulter
Genomics (Essex, Reino Unido) para sequenciar.

Para a analise dos resultados da sequenciacdo assim como para a obtencdo das
alteracdes polimdrficas utilizou-se o programa Sequencher 4.05 (1999) da Gene Codes

Corporation.

7. Analise Estatistica

A frequéncia do polimorfismo foi testada em relagdo a conformidade com o
equilibrio de Hardy-Weinberg, no sentido de se avaliar a qualidade da amostragem. Esta

analise foi feita de acordo com a cadeia de Markov.

A fim de se comparar a distancia genética entre diversas populacdes africanas de
areas onde a malaria é endémica calculou-se o Fst entre a populagdo da Guiné-Bissau e

as populages controlo.
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Foi também calculada a frequéncia alélica e a frequéncia do heterozigdtico para

se obter uma ideia da incidéncia da mutagdo na populacéo Guineense.

Toda a anélise estatistica foi efectuada recorrendo ao software Arlequin 3.5.1.3
(Computational and Molecular Population Genetics Lab, University of Bern).
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V. Resultados

1. Quantificacdo do DNA

A Tabela 4 apresenta os resultados da quantificacdo do DNA das amostras

extraido pelos varios métodos.

Tabela 4: Quantificacdo do DNA em ng/uL por espectrofotometria no nanodrop

30,00
7,98
14,64
5,45
9,13
21,16
6,09
9,46
2,51
14,44
2,57
2,92
0,67
2,01
1,28
1,93
2,17
3,49
0,97
29,12
12,58
12,29
9,12
11,64
25,00
10,47
5,03
10,60
6,74
13,05
8,99

0,600
0,160
0,293
0,109
0,183
0,423
0,122
0,189
0,050
0,289
0,051
0,058
0,013
0,040
0,026
0,039
0,043
0,070
0,019
0,582
0,252
0,246
0,182
0,233
0,500
0,209
0,101
0,212
0,135
0,261
0,180

0,412
0,118
0,199
0,084
0,118
0,299
0,090
0,146
0,045
0,209
0,042
0,040
-0,004
0,023
0,008
0,016
0,026
0,055
0,016
0,362
0,175
0,125
0,125
0,166
0,360
0,153
0,099
0,149
0,161
0,196
0,194

1,46
1,35
1,47
1,29
1,55
1,42
1,36
1,29
111
1,38
1,24
1,48
-3,65
1,73
3,17
2,49
1,65
1,28
1,25
1,61
1,44
1,97
1,46
1,40
1,39
LS
1,01
1,43
0,84
1,33
0,93

0,67
1,10
0,90
1,18
1,05
0,62
1,42
2,55
2,66
1,35
-2,98
2,14
-2,17
2,13
-1,33
5,92
1,93
5l
-1,54
0,53
131
0,70
1,33
0,58
0,95
0,41
1,01
0,77
0,45
1,12
0,42
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8,16
9,09
12,89
14,73
10,04
8,23
13,40
4,59
11,57
4,03
11,81
591
12,81
3,56
13,50
6,01
9,43
8,59
3,76
11,22
12,64
19,82
10,20
S
17,11
14,09
5,38
23,48
5,64
14,28
7,49
16,83
9,46
14,05
6,00
23,94
5,47
16,02
20,51
13,85
4,57
23,84
11,05
31,99
6,09
17,01
13,97

0,163
0,182
0,258
0,295
0,201
0,165
0,268
0,092
0,231
0,081
0,236
0,118
0,256
0,071
0,270
0,120
0,189
0,172
0,075
0,224
0,253
0,396
0,204
0,119
0,342
0,282
0,108
0,470
0,113
0,286
0,150
0,337
0,189
0,281
0,120
0,479
0,109
0,320
0,410
0,277
0,091
0,477
0,221
0,640
0,122
0,340
0,279

0,131
0,151
0,202
0,233
0,168
0,126
0,210
0,079
0,192
0,059
0,184
0,079
0,210
0,043
0,209
0,069
0,186
0,175
0,135
0,147
0,170
0,277
0,147
0,087
0,261
0,211
0,077
0,332
0,080
0,206
0,132
0,232
0,122
0,192
0,071
0,333
0,073
0,212
0,297
0,203
0,055
0,339
0,161
0,459
0,098
0,253
0,199

1,25
1,20
1,28
1,26
1,19
1,31
1,28
1,16
1,20
1,37
1,29
1,50
1,22
1,66
1,29
1,73
1,02
0,98
0,56
1,53
1,49
1,43
1,39
1,38
1,31
1,34
1,40
1,41
1,41
1,39
1,13
1,45
1,55
1,46
1,69
1,44
1,50
1,51
1,38
1,37
1,66
1,41
1,37
1,39
1,24
1,34
1,40

0,47
0,65
0,88
0,92
0,99
1,76
0,75
26,00
0,89
2,91
1,24
-4,93
0,83
-0,69
0,69
2,02
0,73
0,79
0,42
1,56
0,89
0,99
1,01
2,01
0,88
1,34
1,80
0,98
5,81
1,09
1,87
1,00
0,89
1,58
4,90
1,09
10,92
1,14
0,89
0,65
-7,44
1,15
1,36
0,76
3,66
0,78
0,70
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' 52RNAlater 2,62 0,052 0,031 1,69 -0,86
| 53Etanol = 11,16 0,223 0,183 1,22 0,90
- 53RNAlater 6,71 0,134 0,100 1,34 3,67
" B54Etanol 24,01 0,480 0,362 1,33 0,78
" 55Etanol | 13,46 0,269 0,193 1,40 0,85
' B6Etanol | 13,05 0,261 0,191 1,37 1,17
. 57Etanol = 16,87 0,337 0,243 1,39 0,93
" B8Etanol | 1539 0,308 0,232 1,32 1,09
. 59Etanol | 2423 0,485 0,348 1,39 0,91
" 60Etanol 17,09 0,342 0,251 1,36 1,11
 B0RNAlater 9,23 0,185 0,121 1,53 1,91
' 61Etanol 16,67 0,333 0,247 1,35 1,02
. 62Etanol = 1523 0,305 0,224 1,36 1,09
| 63Etanol | 1370 0,274 0,244 1,12 0,85
. 64Etanol @ 1518 0,304 0,203 1,49 0,73
| 65Etanol | 18,65 0,373 0,295 1,27 0,81
. 66Etanol = 11,94 0,239 0,247 0,97 0,78
- 66 RNA later 7,32 0,146 0,100 1,46 -10,18
. 67Etanol = 1387 0,277 0,216 1,29 111
' 67RNAlater 9,19 0,184 0,135 1,36 2,94
.~ 68Etanol = 1330 0,266 0,207 1,28 1,00
| 68RNAlater 8,71 0,174 0,126 1,39 1,45
. 69Etanol | 1529 0,306 0,230 1,33 0,95
 69RNAlater 7,11 0,142 0,091 1,56 7,18
. 70Etanol = 16,62 0,332 0,255 131 1,15
| 70RNAlater = 9,25 0,185 0,128 1,44 1,50
. TAFTA | 1237 0,247 0,196 1,26 1,06
| 71Etanol | = 787 0,157 0,129 1,22 1,88
 T2FTA 926 0,185 0,142 1,30 2,37
. IBFTA | 11,79 0,236 0,209 1,13 1,04
. T4Etanol | 2226 0,445 0,353 1,26 0,91
| 75Etanol | 1057 0,211 0,193 1,09 0,89
.~ 76Etanol = 1898 0,380 0,303 1,25 0,99
77Etanol | 10,30 0,206 0,175 1,18 0,39
| 77 Zaragatoa ~ 3158 0,632 0,406 1,56 0,95
| 78Etanol | 1155 0,231 0,201 1,15 0,53
- 78RNAlater 7,10 0,142 0,108 1,32 1,86
| 79Etanol | 1062 0,212 0,199 1,06 0,89
| 80RNAlater 12,88 0,258 0,220 1,17 0,84
| 80Etanol | 21,79 0,436 0,327 1,33 1,05
. 8lEtanol = 1430 0,286 0,253 1,13 0,87

#Os nlimeros presentes nesta coluna correspondem ao n° da amostra. FTA — amostra conservada em FTA,;
Etanol — amostra conservada em etanol; RNAlater — amostra conservada em RNAlater; Zaragatoa —
amostra recolhida por esfregaco bucal
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2. Deteccdo da mutacao

Aplés a genotipagem por sequenciacdo automatica e obtencdo dos
electroferogramas (Figura 7) para os individuos analisados foi calculada a frequéncia

alélica e a frequéncia dos heterozigoticos.

130 v 140 150
¢ 66 CTTCGGGGTOGOGAGCATOGOGOGGTOG G A

A

120 130 v 140
G CGCTTCGGGGTGAAGCA AT GGG GTG G A

fnattteolarellf

Figura 7: Exemplo de um electroferograma obtido pela genotipagem de dois individuos: um
homozig6tico, sem mutacdo (eletroferograma superior) e outro heterozigético (electroferograma inferior)

Os resultados da genotipagem foram visualizados nos electroferogramas que
registam os picos de fluorescéncia lidos pelo sequenciador. A posicao relativa do pico
que corresponde ao conjunto primer/ddNTP marcado indica o locus, enquanto que a cor
do pico corresponde ao nucleétido presente em cada locus (Azul=C, Preto=G, Verde=A
e Vermelho=T). Quando as sequéncias foram amplificadas com o primer reverse as

cores dos picos passam entdo a corresponder as bases complementares.

Os individuos que sdo homozigdticos para este locus apresentam os ddNTPs
marcados ligados ao primer nesta posicdo com o mesmo fluorocromo, o que gera um
unico pico no electroferograma. Os individuos que sdo heterozigdticos para este locus
apresentam diferentes ddNTPs ligados ao primer nesta posi¢do, cada qual com um

fluorocromo gerando dois picos diferentes.
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Infelizmente ndo foi possivel obter resultados para todos os individuos
analisados, pois alguns foram totalmente impossiveis de amplificar, outros apesar de
terem sido amplificados ndo se conseguiu obter electroferogramas com qualidade. A
falta de qualidade dos electroferogramas ficou a dever-se a elevada degradacdo das
amostras, que fez com que o fragmento produzido fosse pouco concentrado e ainda se
encontrassem presentes resquicios da amostra degradada, o que gerou VArios picos para
cada locus. Tornou-se entdo impossivel definir o genotipo desses individuos, mesmo
apos varias repeticGes. Foi entdo obtida a informacédo alélica de 66 individuos dos 81

originais.

A tabela 5 apresenta a frequéncia de cada um dos gendtipos dos 66 individuos

dos quais se obteve a informac&o alélica.

Tabela 5: Numero de individuos portador de cada um dos genétipos

64 2 0

Pela andlise da sequenciacdo observa-se que 0s heterozigéticos tém uma
frequéncia de 3% na populacdo em estudo e ndo se encontra presente nenhum
homozigotico para a mutacdo (AA). Observa-se entdo que a frequéncia do alelo mutado

nesta populagéo é de 1,5%.

As populagdes comparativas (dados em Machado et al, 2012) apresentam as
seguintes frequéncias de heterozigdticos: 6,7% de heterozig6ticos na populacdo de
Angola (11 individuos); 2,6% de heterozig6ticos na populacdo da Guiné Equatorial (1
individuo); 3,0% de heterozigdticos na populacdo de Sdo Tomé e Principe (2
individuos). Assim, a frequéncia do alelo mutado é de 3,4% para a populacdo de
Angola, 1,3% para a populacdo da Guiné Equatorial e 1,5% para a populacdo de Sao
Tomé e Principe. A populacdo mogambicana apresenta uma frequéncia de portadores da

mutacao de 5,8% e uma frequéncia alélica de 3,8%. A populagdo de Mogambique foi a
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Unica a apresentar um individuo homozigoético para a mutacdo (AA). A populacao

portuguesa nao apresentou qualquer individuo com a mutacéo.

3. Analise dos resultados

As frequéncias alélicas para o grupo de individuos em estudo encontram-se em
equilibrio de Hardy-Weinberg (P=1,00), confirmando-se a hipdtese nula (estes

individuos encontram-se em equilibrio).

Ainda com base na frequéncia dos genoétipos e recorrendo ao teste estatistico
adequado (Fst) comparou-se a populacdo da Guiné-Bissau com as outras populagdes

africanas. Os valores de Fst obtidos (Tabela 6) ndo sdo significativos.

Tabela 6: Fst e 0 valor de p da comparacdo da populagdo da Guiné Bissau com as outras populagdes
africanas

-0.01033 0.99099
-0.00757 0.99099
0.00093 0.33333
0.00125 0.22523
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V. Discussao

Tendo em consideracdo o facto de a maléria ser uma doenca com um impacto
enorme e uma elevada taxa de mortalidade, considera-se que tem sido uma das maiores
forcas selectivas da historia recente da humanidade e como tal, os genes que lhe
conferem resisténcia sdo fortemente selecionados positivamente. Para além desta forte
seleccdo sobre cada um dos genes ou variantes que conferem resisténcia & maléria,
observa-se também uma grande sobreposicdo entre esses genes numa populagdo, o que
faz com que alguns individuos tenham mais que uma variante associada a uma eventual
resisténcia a malaria (Hedrick, 2011). O facto de existir uma tdo ampla panoplia de
genes e de muitas vezes estes interagirem entre si, dificulta a compreenséo real da forma
como cada um destes genes protegem contra a doenca, retardando o desenvolvimento de
uma terapéutica eficaz e a obtencdo medicacdo preventiva. O estudo destes fatores
genéticos do hospedeiro determinantes de uma maior ou menor resisténcia a esta

infecdo, € portanto de grande utilidade.

Este estudo pretendeu acrescer mais alguns dados que possam ajudar a
compreender uma possivel relacdo entre a mutagdo G829A da piruvato cinase e a

resisténcia a malaria.

Esta mutacéo foi escolhida pelo facto de haverem estudos anteriores recentes em
diversos paises africanos de regides onde a malaria é endémica, e ter sido sempre

identificada nestes paises com niveis de frequéncia bastante idénticos.

A andlise dos dados obtidos permitiu observar a mutagdo G829A da piruvato
cinase em individuos da Guiné-Bissau, estando de acordo com outros ja obtidos em
diferentes paises africanos onde a malaria também é endémica e onde ja tinha sido
observada a mutac&o. E de realcar ainda que, para além de se ter encontrado a mutaco,
esta se encontra presente na populagdo da Guiné-Bissau em percentagens que se
enguadram no intervalo de valores ja obtido nos outros paises africanos (Machado et al,
2012). E ainda importante referir que, esta mutagdo nunca foi encontrada em individuos
fora de zonas endémicas para a malaria. A populagédo portuguesa foi utilizada para fins

comparativos e a mutagéo ndo foi encontrada em nenhum dos 74 individuos analisados.
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A frequéncia dos alelos em estudo estd em conformidade com o equilibrio de
Hardy-Weinberg. A mutacdo G829A foi detectada com uma frequéncia alélica de 1,5%
0 que se enquadra nos 1,3% a 3,4% ja encontrados por Machado et al. (2012), em outras
populacdes africanas, ndo sendo detectada na populacdo portuguesa. Embora possam ser
entdo distinguidos dois grupos de populacdes africanas, estabelecidos a partir das
frequéncias alélicas: as frequéncias mais elevadas (Angola e Mogambique) e as
frequéncias baixas (Sdo0 Tomé e Principe, Guiné Equatorial e Guiné Bissau), os valores
de Fst ndo sdo significativamente diferentes entre eles. A diferenca nas frequéncias
podera dever-se a diferente dimensdo amostral dos grupos estudados, representando
assim um artefacto, uma vez que o grupo com frequéncias mais elevadas € também o
com maior nimero de amostras analisadas, e o inverso também se observa. Outra razdo
para a diferenca nas frequéncias pode ser a subestrutura da populacdo entre as regides

geograficas.

A prevaléncia da deficiéncia do PK parece variar grandemente entre 0s grupos
étnicos e as regides geograficas, tal como as mutagdes presentes no gene PKLR. Alguns
autores estimaram a prevaléncia da deficiéncia de 1 em cada 20.000 individuos na
populacdo branca em geral (Beutler & Gelbart, 2000a). Esta mutacdo em particular foi
sempre descrita em individuos provenientes de paises onde a malaria é endémica e
nunca foi observada uma incidéncia muito elevada. Este estudo em particular ndo
permite estabelecer uma relagdo concreta entre a mutacao e a resisténcia a malaria, uma
vez que ndo € feita uma analise a actividade enzimatica da proteina produzida por cada

um dos individuos, nem foi possivel estabelecer graus de doenca.

O facto de existirem um grande nimero mutacdes associada a resisténcia a
maldria e das enzimopatias serem uma resposta frequente, leva a crer que a
possibilidade da deficiéncia na piruvato cinase poder tambem estar associada com uma
possivel resisténcia a infeccdo malarica ou a doenca grave ndo € uma hipotese muito
esdrixula. A relacdo directa entre esta mutacdo em concreto e a doenca € ainda mais
dificil de estabelecer neste cenério, no entanto o facto de esta mutacdo s ter sido
encontrada em individuos oriundos de paises onde a malaria € endémica, torna esta

hipotese mais provavel.

Durante a realizacdo do trabalho foram encontrados diversos constrangimentos

que se iniciaram logo aquando da recolha da amostra, uma vez que as condigdes de
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conservacao e transporte das amostras recolhidas ndo foram as mais adequadas o que
levou a uma muito provavel degradacdo das amostras. Para além desta facto as amostras
foram inicialmente recolhidas para a analise de um outro gene, que foi impossivel de
analisar devido as restricdes impostas pela amostragem efectuada, como tal houve dados
de cariz clinico que apresentariam relevancia para esta analise, que como nao seriam
relevantes para a analise inicial ndo foram recolhidos. Todo o0 processo de obtencéo das
amostras prolongou-se mais no tempo do que o que seria inicialmente esperado
(demorando cerca de semestre e meio) condicionando assim a tentativa de analise de

outros genes na amostra.

Foram ainda registadas dificuldades no processo de optimizacao laboratorial, uma
vez que a degradacdo das amostras impossibilitou a obtencdo de um protocolo Unico

que funcionasse, pelo menos, para a grande maioria da amostragem.
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V1. Consideracoes finais

Ao iniciar este estudo pretendia-se fazer uma comparacao étnica entre populacoes
com diferentes graus de resisténcia a malaria para alelos de um gene imunitario. No
entanto, devido a problemas que surgiram no decorrer do trabalho foi impossivel fazer
essa andlise, tendo a mesma sido adaptada & anélise do gene e da mutacdo aqui
apresentados.

Este trabalho surge assim, como um estudo que pretende adicionar mais alguns
dados aos ja obtidos para esta mutacdo em outras populacdes africanas (Mogambique,
Angola, Guiné Equatorial e S0 Tomé e Principe) sujeitas a malaria, para que o
conjunto de todos os dados (que sdo bastante semelhantes) possa dar uma melhor luz
sobre uma eventual associagdo entre esta mutacio e a malaria. E extremamente
importante que se realizem mais estudos nesta area, englobando uma maior populacao
de estudo, fazendo a descricdo clinica para a malaria e registando os varios outcomes,
realizando a analise da actividade enzimatica da proteina produzida por cada um dos
individuos e de forma a que seja possivel estabelecer graus de incidéncia da doenca para
assim ser exequivel o estudo de uma possivel associacao da deficiéncia com a malaria.
Estes estudos devem focar-se tanto em populagdes de zonas onde a malaria € endémica,
como em populacdes onde ndo ha malaria, para assim corroborar o papel da mutacdo na

resisténcia a doenga.

39



V1l.Referéncias bibliograficas

Abu-Melha, A.M., Ahmed, M.A., Knox-Macaulay, H., Al-Sowayan, S.A. & El-Yahia
A. (1991) Erythrocyte pyruvate kinase deficiency in newborns of eastern Saudi Arabia.
Acta haematologica, 85(4), 192-194.

Allison, A.C. (2009) Genetic control of resistance to human malaria. Current Opinion
in Immunology, 21(5), 499-505.

Ayi, K., Liles, W.C., Gros, P. & Kain, K.C. (2009) Adenosine triphosphate depletion of
erythrocytes simulates the penhotype associated with pyruvate kinase deficiency and
confers protection against Plasmodium falciparum in vitro. The Journal of Infectious
Diseases, 200(8), 1289-1299.

Ayi, K., Min-Oo, G., Serghides, L., Crockett, M., Kirby-Allen, M., Quirt, 1., Gros, P. &
Kain, K.C. (2008) Pyruvate kinase deficiency and malaria. New England Journal of
Medicine, 358(17), 1805-1810.

Berghout, J., Higgins, S., Loucoubar, C., Sakuntabhai, A., Kain, K.C. & Gros, P. (2012)
Genetic diversity in humam erythrocyte pyruvate kinase. Genes and Immunity, 13(1),
98-102.

Beutler, E. & Gelbart, T. (2000a) Estimating the prevalence of pyruvate kinase
deficiency from the gene frequency in the general white population. Blood, 95(11),
3585-3588.

40



Beutler, E. & Gelbart, T. (2000b) PK deficiency prevalence and the limitations of a
population-based survey. Blood, 96(12), 4005-4006.

Carey, P. J., Chandler, J., Hendrick, A. Reid, M.M., Saunders, P.W.G., Tinegate, H.,
Taylor, P.R. & West, N. (2000) Prevalence of pyruvate kinase deficiency in a northern
European population in the north of England. Blood, 96(12), 4005.

Crutcher, J.M., Hoffman, S.L (1996) Medical Microbiology, Capitulo 83 - Malaria.
Quarta Edicdo. Samuel Baron editor. Galveston (TX): University of Texas Medical

Branch at Galveston.

Durand, P.M. & Coetzer, T.L. (2008) Pyruvate kinase deficiency protecs against

malaria in humans. Haematologica, 93(6), 939-940.

Excoffier, L. & Lischer, H.E. L. (2010) Arlequin suite ver 3.5: A new series of
programs to perform population genetics analyses under Linux and Windows.
Molecular Ecology Resources, 10(3), 564-567.

Feng, C.S., Tsang, S.S. & Mak, Y.T. (1993) Prevalence of pyruvate kinase deficiency
among the Chinese: determination by the quantitative assay. American journal of
hematology, 43(4), 271-273.

Hendrick, P.W. (2011) Population genetics of malaria resistance in humans. Heredity,
107(4), 283-304.

Hickman, C.P., Roberts, L.S., Keen, S.L., Larson, A., I’Anson, H. & Eisenhour, D.J.
(2008) Integrated principles of zoology. McGraw-Hill Higher Education.

41



Machado, P., Manco, L., Gomes, C., Mendes, C., Fernandes, N., Salomeé, G., Sitoe, L.,
Chibute, S., Langa, J., Ribeiro, L., Miranda, J., Cano, J., Pinto, J., Amorim, A., Rosario,
V.E. & Arez, A.P (2012). Plos One, 7(10), e47071.

Manco, L. & Ribeiro, M.L. (2009) Novel human pathological mutations. Gene symbol:
PKLR. Disease: pyruvate kinase deficiency. Human genetics, 125(3), 343.

Min-Oo, G., Fortin, A., Tam, M-F., Gros, P. & Stevenson, M.M. (2004) Phenotypic
expression of pyruvate kinase deficiency and protection against malaria in a mouse
model. Genes and Immunity, 5(3), 168-175.

Min-Oo, G., Fortin, A., Tam, M-F., Nantel, A., Stevenson, M.M. & Gros, P. (2003)
Pyruvate kinase deficiency in mice protecs against malaria. Nature Genetics, 35(4),
357-362.

Min-Oo, G. & Gros, P. (2005) Erythrocyte variants and the nature of their malaria
protective effect. Cellular Microbiology, 7(6), 753-763.

Min-Oo, G., Tam, M., Stevenson, M.M. & Gros, P. (2007) Pyruvate kinase deficiency:
correlation between enzyme activity, extent of hemolytic anemia and protection against
malaria in independent mouse mutants. Blood cells, molecules & diseases, 39(1), 63-69.

Valentini, G., Chiarelli, L.R., Fortin, R., Dolzan, M., Galizzi, A., Abraham, D.J., Wang,
C., Bianchi, P., Zanella, A. & Mattevi, A. (2002) Structure and function of human
erythrocyte pyruvate kinase. Molecular basis of nonspherocytic hemolytic anemia. The
Journal of Biological Chemistry, 277(26), 23807-23814.

42



Van Solinge, W.W., Kraaijenhagen, R.J., Rijksen G. & Nielsen, F.C., (1997) Novel
mutations in the human red cell type pyruvate kinase gene: two promoter mutations in
cis, a splice site mutation, a nonsense- and three missense mutations. Blood, 90(10),
1197-1197.

Verra, F., Mangano, V.D. & Modiano, D. (2009) Genetics of susceptibility to
Plasmodium falciparum: from classical malaria resistance genes towards genome-wide

association studies. Parasite Immunology, 31(5), 234-253.

World Health Organization (WHOQ) (2012) World Malaria Report. [pdf] Geneva: WHO

Press.

Yavarian, M., Karimi, M., Shahriary, M. & Afrasiabi, A.R. (2008) Prevalence of
pyruvate kinase deficiency among the south Iranian population: quantitative assay and
molecular analysis. Blood cells, molecules & diseases, 40(3), 308-311.

Zanella, A. & Bianchi, P. (2000) Red cell pyruvate kinase deficiency: from genetics to
clinical manifestations. Bailliére's best practice & research. Clinical haematology,
13(1), 57-81.

Zanella, A., Fermo, E., Bianchi, P., Chiarelli, L.R. & Valentini, G. (2007) Pyruvate
kinase deficiency: The genotype-phenotype association. Blood Reviews, 21(4), 217-231.

Zanella, A., Fermo, E., Bianchi, P. & Valentini, G. (2005) Red cell pyruvate kinase
deficiency: molecular and clinical aspects. British Journal of Haematology, 130(1), 11-
25.

43



Zucker, J.R. (1996) Changing Patterns of Autochthonous Malaria Transmission in the
United States: A Review of Recent Outbreaks. Emerging Infectious Diseases, 2(1), 37-
43.

(http://www.nchi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=5820
&lvl=3&srchmode=1&keep=1&unlock) (consultado dia 14/06/2013)

(http://www.cdc.gov/malaria/about/biology/) (consultado dia 14/10/2013)

(http://www.cdc.gov/malaria/about/disease.html) (consultado dia 18/06/2013)

(http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Endemic Countries 2012.ipq)
(consultado dia 19/02/2013)

(http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Glicolise-gliconeogenese.png) (consultado
6/10/2013)

44


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=5820&lvl=3&srchmode=1&keep=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=5820&lvl=3&srchmode=1&keep=1&unlock
http://www.cdc.gov/malaria/about/disease.html
http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Endemic_Countries_2012.jpg
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Glicolise-gliconeogenese.png

ANEXOS



Anexo 1

FACULDADE estudo da incidéncia da
DE CIENCIAS ;s .

UNIVERSIDADE DE LISBOA M al ar I a.

Nome:

Genotipagem de etnias da
Guiné-Bissau em relacao a
marcadores relevantes parao

SANITATEM
QUAERENS

IN-TROPICOS

r—

MEDICINA

Caodigo da amostra:

Elementos demograficos:
1. Sexo
2. ldade

2.1 Se é mulher, esta gravida

3. Ascendéncia Etnica

4. Residéncia

5. Acede a cuidados médicos regularmente

Elementos de transmissao:

1. Utilizag&o de rede mosquiteira

2. Utilizacdo de redes tratadas com insecticidas

3. Utilizacéo de repelentes

4. Tapa os recipientes que contém agua no ambiente domestico

5. Limpa regularmente os recipientes que contém agua

6. Recebeu alguma informac&o sobre como controlar os mosquitos
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7. Outras estratégias

Elementos de incidéncia:

1. E a primeira vez que lhe foi diagnosticada malaria

1.1. Quantas vezes ja lhe foi diagnosticada malaria

1.2 Que tratamento efectuou

1.3 Sentiu alguma mudanca na sintomatologia das vezes em que lhe foi

diagnosticada malaria

2. O que faz quando sente sintomas

2.1 Vai ao posto médico

2.2 Prefere a terapéutica convencional

2.3 Prefere tomar remédios tradicionais

2.3.1 Se sim, quais

3. Ja contraiu outras infecgdes

3.1 Se sim, quais

4. Ja contraiu outras infecgdes simultaneamente com o diagndstico de malaria

4.1 Se sim, quais
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Anexo 2

Genotipagem de etnias da Guineé-
Bissau em relacdo a marcadores
relevantes para o estudo da

FACULDADE incidéncia da Malaria. il
DE CIENCIAS MEDICINA

UNIVERSIDADE DE LISBOA . . .
Ficha informativa TROFICAL

Estd a ser convidado a participar num estudo anénimo. Antes de decidir se deseja
participar no mesmo é importante que compreenda porque € que a investigacdo esta a
ser realizada e o que envolve. Por favor, ouca as informac6es seguintes com atencao.

e Qual é o objectivo do estudo?
Este estudo tem como objectivo analisar as frequéncias alélicas dos genes HLA-DRBL1 e
HLA-DQB1 com vista a encontrar alelos que confiram resisténcia a maléria, para que
estes alelos possa estabelecer uma relacdo entre estes marcadores e individuos menos
sujeitos a doenca

e Quem serd escolhido para o estudo e tera obrigatoriamente de participar?
Serdo incluidos no projecto voluntarios que vivam cheguem as unidades hospitalares em
estudo com sintomas de malaria que serd diagnosticada pelo teste rapido ou

microscopia. A participacdo neste estudo € voluntaria e os participantes poderdo
escolher se querem reconsiderar a mesma a qualquer momento.

e O que acontecera se participar e o que terei de fazer?

Serdo recolhidas amostras de sangue, em recipiente adequados e devolvidos ao
investigador, sendo armazenadas e subsequentemente analisadas.

e Quais sdo as desvantagens possiveis e riscos da minha participacao?
N&o ha riscos associados na participacdo neste estudo, desde que se observem principios

basicos de higiene, aquando da recolha das amostras. Estas poderdo ser explicadas com
mais detalhe se for necessario e se for seleccionado para este estudo.

e Quais sdo as vantagens de participar?
Ir4 contribuir para a nossa compreensdo da relacdo entre determinados alelos e a
resisténcia apresentada por alguns individuos a malaria. Este tipo de pesquisa ajuda-nos

a desenvolver uma melhor compreenséo da doenca.

e E se houver algum problema?
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Né&o antecipo que haja algum problema no facultar amostras de sangue. Contudo, caso
pretenda abandonar o estudo, podera fazé-lo a qualquer momento.

e A minha participacéo no estudo sera mantida confidencial?

Sim, toda a informacéo que é facultada no questionario ndo podera ser seguida até si.
Somente eu tenho acesso aos dados que serdo devidamente armazenados de acordo com
a Lei de Proteccdo de Dados. As amostras serdo tornadas anonimas com um cédigo
unico. Serdo armazenadas indefinidamente com acesso restrito de acordo com a Lei de
Proteccdo de tecidos humanaos.

e O que acontecera aos resultados da investigacédo?
Os resultados da investigacdo serdo apresentados em reunides cientificas e publicados
em revistas cientificas de reputacdo, para que outros investigadores e o publico possam

compreender uma possivel relacdo entre factores genéticos e a incidéncia da malaria. A
sua identidade ndo sera revelada em nenhuma destas apresentacdes ou publicacdes.

¢ Quem devo contactar para mais informacdes sobre a investigacdo?

Poderéa contactar: Rui Sa
email: ruimoutinhosa@gmail.com

Se alguma coisa ndo estiver clara nesta ficha informativa, por favor fale com Rui Sa
(detalhes supracitados).

Muito obrigado pelo tempo dispendido na audicdo desta informacdo. Se pretende
participar, devera guardar esta ficha informativa e comecar por assinar o Formulario de
Consentimento Informado.

e E agora?

Ser-lhe-a providenciado um Formulario de Consentimento Informado. Por favor leia-o e
assine-o se quiser ser incluido neste estudo.
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Anexo 3

Formulario de Consentimento Informado

FACULDADE weTITUTO B WGHNE
= MEDICIN
skl TROPICAAL\

Titulo do Estudo: Genotipagem de etnias da Guiné-Bissau em relacdo a marcadores
relevantes para o estudo da incidéncia da Malaria.

Professores Orientadores: Prof. Octavio Paulo, Faculdade de Ciéncias da
Universidade de Lisboa
Dra. Ana Paula Arez, Instituto de Higiene e Medicina
Tropical

O investigador envolvido neste projecto nfo é um médico qualificado. E importante que
compreenda que esta actividade ndo ird facultar nenhuma informacdo que possa ajudar ao
diagndstico de uma condi¢do médica, bem como néo deve considerar os resultados obtidos destas
experiéncias como um procedimento de projeccdo médica. Se tiver problemas de salude devera
contactar um médico qualificado, tal como o seu médico de familia, como habitualmente.

1. Confirmo que recebi e compreendi a informagdo que me foi providenciada relativa ao
estudo referido anteriormente. Tive a oportunidade de considerar a informacéo, de fazer
perguntas e que as mesmas me foram esclarecidas satisfatoriamente.

2. Compreendo que a minha participacdo é voluntaria e que sou livre de reconsiderar a
qualguer momento, sem justificacOes, e sem que os meus cuidados médicos e direitos
legais sejam afectados.

3. N&o tenho conhecimento de nenhuma circunstancia ou condi¢cdo que possa afectar a
minha compatibilidade em participar neste estudo e responsabilizo-me a revelar
qualquer informacdo que possa ser relevante.

4, Compreendo que a informagdo que facultarei serd tratada anonimamente, de forma que
é impossivel tragar esta informacdo até mim, individualmente. Compreendo que esta
informacdo podera ficar retida indefinidamente.

Concordo em participar no estudo referido anteriormente.

Nome

Data

Assinatura
Podera contactar: Rui Sa
email: ruimoutinhosa@gmail.com
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Anexo 4

Formulario de Consentimento Informado

FACULDADE weTITuTO b WM
= MEDICINA
skl TROPICAL

Titulo do Estudo: Genotipagem de etnias da Guiné-Bissau em relacdo a marcadores
relevantes para o estudo da incidéncia da Malaria.

Professores Orientadores: Prof. Octavio Paulo, Faculdade de Ciéncias da
Universidade de Lisboa
Dra. Ana Paula Arez, Instituto de Higiene e Medicina
Tropical

O investigador envolvido neste projecto nfdo é um médico qualificado. E importante que
compreenda que esta actividade ndo ird facultar nenhuma informacdo que possa ajudar ao
diagndstico de uma condi¢do médica, bem como néo deve considerar os resultados obtidos destas
experiéncias como um procedimento de projeccdo médica. Se tiver problemas de salde devera
contactar um médico qualificado, tal como o seu médico de familia, como habitualmente.

Eu, como
representante legal do menor :

1. Confirmo que recebi e compreendi a informacdo que me foi providenciada relativa ao
estudo referido anteriormente. Tive a oportunidade de considerar a informacéo, de fazer
perguntas e que as mesmas me foram esclarecidas satisfatoriamente.

2. Compreendo que a minha participacdo é voluntaria e que sou livre de reconsiderar a
qualquer momento, sem justificagOes, e sem que os meus cuidados médicos e direitos
legais sejam afectados.

3. N&o tenho conhecimento de nenhuma circunstancia ou condigdo que possa afectar a
minha compatibilidade em participar neste estudo e responsabilizo-me a revelar
qualquer informacéo gque possa ser relevante.

4, Compreendo que a informagdo que facultarei sera tratada anonimamente, de forma que
é impossivel tracar esta informacdo até mim, individualmente. Compreendo que esta
informacdo podera ficar retida indefinidamente.

Concordo em participar no estudo referido anteriormente.

Nome

Data

Assinatura
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Podera contactar: Rui Sa
email: ruimoutinhosa@gmail.com
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