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RESUMO

A Maléria € considerada um problema grave de satide ptblica nas regides onde ¢ endémica. A
interrupcdo dos regimes terapéuticos € a auséncia de farmaco-vigilidncia adequada levou ao
surgimento de populacdes de parasitas resistentes, sendo este, um dos principais obstaculos ao
controlo eficaz desta doenca. Actualmente a resisténcia em Plasmodium falciparum ja existe para
todas as classes de antimalaricos excepto no caso dos derivados da artemisinina. A estrutura genética
da populacdo de P. falciparum varia em diferentes areas geograficas dependendo dos niveis de
transmissdo e endemicidade da infecgdo. Estudos prévios demonstraram que, mutagdes pontuais em
dois genes em particular, pfATPase6 e pfubp-1, poderdo exercer uma influéncia moduladora da
actividade antimalérica dos derivados da artemisinina.

As populacdes parasitarias de uma dada regido poderdo apresentar diversas combinagdes entre
polimorfismos no gene pfubp-1 ¢ o gendtipo do pfATPase6 originando diferentes haplotipos entre
alelos destes genes, ambos localizados no cromossoma 1 do parasita P.falciparum. O gene ubp-1
codifica uma protease ubiquitina-especifica. A sequenciacdo do gene ubp-I em isolados naturais de
Plasmodium falciparum, provenientes do Brasil, Ruanda e Sao Tomé e Principe permitiu analisar a
frequéncia de putativos polimorfismos genéticos e investigar potenciais haplotipos entre alelos dos
genes pfubpl e pfATPase6 nas amostras provenientes destas regides. No conjunto dos isolados
naturais estudados, foram encontradas duas mutacdes ndo-sinénimas que se localizam no dominio
funcional da proteina codificada pelo gene pfubp-1. Adicionalmente, os resultados obtidos revelaram
diferencas relativamente a frequéncia dos polimorfismos estudados e, na frequéncia de potenciais
haplotipos entre alelos dos genes pfubpl ¢ pfATPase6 oriundos das diferentes regides endémicas
estudadas.

Verificou-se uma menor variabilidade de polimorfismos e menor variabilidade haplotipica no
Brasil comparativamente as duas regides Africanas estudadas.

Os resultados deste trabalho deram a conhecer a estrutura populacional em termos do perfil de

dois potenciais moduladores genéticos de susceptibilidade a artemisinina e derivados antes da

VIII



utilizacdo destes farmacos em larga escala. Deste modo, o presente estudo traduz-se como uma
ferramenta que servird de base a actividades de vigilancia molecular continuadas, no intuito de

preservar a eficdcia prolongada desta importante classe de antimalaricos.
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ABSTRACT

Malaria is considered a serious problem of public health in the regions where it is endemic.
The interruption of the therapeutic regimes and the absence of the adequate drug-surveillance led to
the appearance of populations of resistant parasites, being this, one of the main obstacles to the
efficient control of this disease. Currently the resistance in Plasmodium falciparum already exists for
all the antimalarial drugs except in the case of the derivatives of the artemisinin (DA). The genetic
structure of the population of P. falciparum varies in different geographic areas depending on the
levels of transmission and endemic of the infection. Previous studies demonstrated that, point
mutations in two genes, pf4TPase6 and pfubp-1, will have a modulating influence of the drug activity
of the D.A. The parasitic populations of a given region will be able to present diverse combinations
between polymorphisms in the gene pfubp-1 and the genotype of pfATPase6 originating different
haplotypes between alleles of these genes, both located in chromossome 1 of the P.falciparum
parasite. The gene pfubp-1 codifies a specific ubiquitin protease. The sequence of the gene ubp-1 in
natural isolation, that come from Brazil, Ruanda and Sdo Tomé and Principe (RDST) allowed to
analyse the frequency of putative genetic polymorphisms and to investigate potential haplotypes
between alleles of the genes pfubpl and pfATPase6. In the group studied, two non-synonym mutations
were found in the functional domain of the codified protein by the gene pfubp-I. In addition, the
results revealed differences relatively to the frequency of studied polymorphisms and, in the frequency
of potential haplotypes between alleles of the deriving genes pfubpl and pfATPase6. It was verified
that there was a lesser variability of polymorphisms and a minor haplotype variability in Brazil
compared to the two studied African regions.

The results showed the population structure in terms of the profile of two genetic modulating
potentials of susceptibility to the DA before the use of these drugs on a large scale.The present study
is expressed as a tool that will serve as a continued activity base of monitoring molecules, in order to

preserve effectiveness of the DA.
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I-INTRODUCAO

1.1- Maldaria

A Malaria ou Paludismo ¢ uma doenca que resulta da infeccdo por protozoarios do género
Plasmodium, transmitidos ao ser humano pela picada do mosquito fémea do género Anopheles.
Existem 4 espécies de protozodrios do género Plasmodium responsaveis pela infec¢do humana:
Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae e Plasmodium falciparum, sendo esta a
espécie mais patogénica. A doenca causada por Plasmodium falciparum quando ndo tratada, pode

evoluir para maldria grave que podera ser fatal. A malaria grave pode assumir as formas de anemia

grave ¢ malaria cerebral (W.H.O., 2006c).

1.2- Ciclo de Vida

O ciclo de vida deste parasita passa por duas fases: fase sexual esporogonica (exodgena) com a
multiplicacdo do parasita no vector (hospedeiro definitivo) e, a fase assexual esquizogonica
(endogena) com a multiplicagdo nos seres humanos (hospedeiro intermediario) (Figura 1). A fase
assexual inclui a esquizogonia exoeritrocitaria ou hepatica, que ocorre nas células do figado e a
esquizogonia eritrocitaria que ocorre no sangue.

A infeccdo humana resulta da picada do mosquito fémea do género Anopheles, que ao
alimentar-se do sangue, inocula juntamente com a saliva, esporozoitos no interior dos vasos
sanguineos (1). Os esporozoitos invadem os hepatédcitos (2) onde crescem e se multiplicam
diferenciando-se em esquizontes hepaticos (3) e, representam as formas infectantes. A esta fase
chama-se esquizogonia hepatica (A). No ciclo de vida do P. vivax e P. ovale os esporozoitos podem
originar hipnozoitos, que permanecem no hepatocito num estado dormente, durante o qual ndo se
dividem, desenvolvendo-se meses ou anos mais tarde. No ciclo de P .malariae e P. falciparum, inicia-

se de imediato a maturagdo dos esquizontes hepaticos da qual resultam os merozoitos hepaticos que



sdo libertados para a corrente sanguinea por lise dos hepatocitos, embora alguns acabem por ser
fagocitados e destruidos pelas células de Kupfer (4). Langados na corrente sanguinea, invadem os
eritrocitos (5), iniciando-se a esquizogonia eritrocitaria (B), na qual os merozoitos se diferenciam em
trofozoitos e estes por divisdes sucessivas ddo origem a esquizontes eritrocitarios. Quando
completamente amadurecidos abandonam o eritrocito parasitado, sdo libertados na corrente sanguinea
(6) e rapidamente penetram nos eritrocitos intactos, para repetir o ciclo assexuado. A esquizogonia
eritrocitaria ocorre preferencialmente na circulagdo sanguinea das visceras sendo que, no caso de P.
falciparum, os esquizontes raramente sdo vistos no sangue periférico excepto em infec¢des graves.
Depois de algum tempo de evolugdo da infec¢do maldrica, alguns merozoitos ndo evoluem para
esquizontes mas diferenciam-se nas formas sexuadas do parasita (7) denominados de gametdcitos que
possuem morfologia caracteristica e devem assegurar a continuidade da espécie, se e quando os
parasitas forem ingeridos durante a refeicdo sanguinea (8) por outro mosquito fémea do género
Anopheles. Logo que os gametocitos maduros sdo ingeridos pela fémea do mosquito Anopheles,
atingem o ‘“estomago” (intestino médio), transformam-se em células sexuais maduras. Cada
macrogametocito da origem a um macrogameta (odcito ou ovo nao fecundado), e o microgametdcito
produz algumas células masculinas flageladas (microgametas). Um microgdmeta penetra no
macrogameta, dando origem ao ovo fecundado (zigoto) (C) iniciando-se o ciclo esporogonico (C). O
zigoto torna-se movel (oocineto) (10), migra através da parede do estomago e enquista (oocisto) (11).
O oocisto cresce rapidamente e apresenta centros nucleares internos, cada um dos quais da origem a
um grande numero de esporozoitos (12). Quando os esporozoitos atingem a fase de maturagdo, a
parede do oocisto muito aumentado rompe-se ¢ liberta-o para a cavidade geral (hemocele) do
mosquito. Muitos desses esporozoitos migram eventualmente para as glandulas salivares,
acumulando-se nos ductos salivares, tornando-se infectantes. Quando o mosquito infectado faz nova
refeicdo sanguinea (1), os esporozoitos s@o inoculados nos vasos sanguineos e iniciam uma nova

infec¢do humana.
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Figura 1- Ciclo de vida do Plasmodium spp (gentilmente cedido por pela Dr* Isabel Ferreira, IHMT).

1.3- Epidemiologia

A malaria existe potencialmente em todas as regides onde existem humanos e mosquitos
Anopheles, dando-se a consequente transmissao da doenga, o que inclui todas as regides tropicais de
todos os continentes e muitas regides subtropicais (Figura 2) onde existem condi¢des ambientais
favoraveis a sua transmissao.

E um problema grave de satide ptblica em mais de 100 paises onde é endémica. Estima-se que
aproximadamente 40% da populagdo mundial reside nestas zonas, calculando-se que, em cada ano
ocorram cerca 300 a 500 milhdes de casos clinicos € cerca de 1,5 a 2,7 milhdes de mortes anuais, das
quais 1 milhdo s@o criangas com idade inferior a cinco anos, gravidas e pessoas ndo imunes que

viajam para zonas onde existe a transmissao (W.H.O., 2005b). Sabe-se que mais de 90% dos casos



clinicos ocorrem na Africa sub-Sahariana e, sdo devidos a infec¢des por Plasmodium falciparum (Suh
et al., 2004). Por apresentar elevada morbilidade e mortalidade, a malaria tem grande impacto sob o
ponto de vista sdcio-econdomico, atenuando o desenvolvimento das regides afectadas (W.H.O., 2005b).
A taxa de mortalidade atribuida a esta doenca esta a aumentar, especialmente na Africa Sub-Sahariana
devido ao insucesso dos antimalaricos e, existe também evidéncia de que o parasita estd a emergir em
areas onde a malaria ja tinha sido erradicada ou controlada (White, 2004; W.H.O., 2005b). Nos paises
onde esta doenga ndo ¢ endémica existe um numero crescente de casos devido ao aquecimento global
e importagdo de maldria por aumento de migragdo de individuos (portadores de gametdcitos) de areas
endémicas e, do nimero crescente de viajantes para paises tropicais onde existe transmissdo endémica

de malaria (Martinez-Baylach et a/., 2007; [.P.C.C., 2007; MacPherson et al., 2007).

I Distribuicio de Malaria

Figura 2- Distribuicio Geografica de Malaria (http://www.cdc.gov/malaria/distribution
epi/distribution.htm).

A distribuicao geografica das espécies que causam maldria ¢ diferente: a espécie mais
patogénica, o P.falciparum é predominante na Africa sub-Sahariana e em algumas areas do Sudeste

Asiatico e Oceania.



1.4- Genoma de Plamodium falciparum

Os parasitas sdo seres haploides grande parte do seu ciclo de vida com excepcao da fase em
que se apresentam como oocinetos, a unica fase em que sdo um organismo diploide (Conway et al.,
1999). Os parasitas reproduzem-se sexuadamente a partir da fecundacdo do macrogdmeta com o
microgameta, aquando da refeicdo sanguinea de um vector num hospedeiro infectado, originando
seres diploides (oocinetos). O oocineto resulta da meiose na qual ha recombinag@o entre cromossomas
homologos (Conway et al., 1999).

O DNA de Plamodium esta organizado em 3 genomas:
o Genoma nuclear que contém a maioria dos genes, alguns dos quais envolvidos na resisténcia a
antimalaricos;
o Genoma mitocondrial com 6 kilobases, cont¢ém os genes que codificam as enzimas
responsaveis pelo transporte de electrdes;
o Genoma circular plasmidico com 35 kilobases, que contém os genes que codificam

principalmente TRNA, tRNA e proteinas ribossomais.

O genoma nuclear hapldéide tem aproximadamente 23 Mb, sendo a sua composicdo em
A+T de aproximadamente 80,6% , distribuidas em 14 cromossomas que codificam cerca de 5.300
genes (Gardner et al., 2002). Os cromossomas destes parasitas apresentam nas extremidades as
regides polimorficas (Lanzer et al., 1994). As extremidades consistem em regides teloméricas e
subteloméricas. Nas regides subteloméricas localizam-se os genes envolvidos na variabilidade
antigénica do parasita (Gardner et al., 2002).
A sequenciagdo do genoma de P. falciparum 3D7 permitiu alargar os conhecimentos e
redefinir a investigagdo na areca da resisténcia aos antimaldricos através de estudos gendmicos

comparativos (Cravo et al., 2006).



1.5- Controlo

Na primeira metade do século XX a estratégia defininda pela O.M.S. consistiu na aplicagdo
domiciliaria de insecticida, o D.D.T. e na toma do antimalarico, a cloroquina tendo este programa
gozado de elevado sucesso nas regides endémicas. No entanto, devido ao surgimento de resisténcia
dos vectores aos insecticidas, dos parasitas aos antimaléricos (Garin ef al., 1991) e evasdo do sistema
imunitario do hospedeiro devido a grande variabilidade antigénica do parasita (Bajaj et al., 2008),
ocorreu um aumento progressivo no numero de casos na maioria dos paises onde ela era endémica.

Estas circunstancias levaram a revisdo da estratégia a ser implementada que passou a ter como

objectivo a redu¢@o dos niveis de transmissio, a taxa de mortalidade e morbilidade.

1.6- Antimalaricos

A utilizagdo de antimalaricos tem sido o meio mais eficaz para reduzir as populacdes
parasitarias. O uso correcto dum antimalarico eficaz diminui ndo s6 a duracdo do episodio de malaria,
como também reduz a incidéncia de complicacdes ¢ o risco de morte (W.H.O., 2001b).

Os antimalaricos podem ser classificados com base na estrutura quimica e na ac¢do contra os
parasitas nas diferentes fases de seu ciclo de vida em seres humanos (Tabela 1) e, pelas indicagdes
clinicas do seu uso. Alguns firmacos apresentam mais do que um tipo de actividade antimalarica e,
dessa forma, existem antimaldricos que permitem efectuar profilaxia causal, evitar recidivas, e cura
clinica e supressora.

Os antimaléricos utilizados para a profilaxia causal sdo agentes que actuam nas formas
teciduais primarias do parasita, bloqueando a passagem do estadio exoeritrocitario ao estadio
eritrocitario.

Os farmacos utilizados para evitar recidivas sdo denominados de esquizonticidas teciduais
(hipnozoitos hepaticos) e efectuam uma cura radical. Estes agentes também destroem gametdcitos
reduzindo a probabilidade de disseminacdo do parasita.

Os antimalaricos utilizados para a cura clinica e supressora sdo os que agem nos estadios
eritrocitarios assexuados dos parasitas de modo a interromper a esquizogonia eritrocitaria ¢ desse
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modo cessar as crises (cura clinica). Um tratamento inadequado com esquizonticidas sanguineos pode
levar a recrudescéncia da infeccdo por esquizogonia eritrocitaria. Os gametocidas sdo agentes que
destroem as formas sexuais intra-eritrocitarias dos parasitas, prevenindo assim a transmissdo de
gametdcitos ao mosquito vector. Os esporonticidas sdo os antimalaricos que fazem a ablagdo da
transmissdo mediante a prevengdo ou inibicdo da formacdo de oocistos e esporozoitos nos mosquitos

infectados.

Tabela 1- Classificacio de Antimalaricos (Adaptado de Cravo ef al., 2006).

Antimalarico Classe Quimica Mecanismo de Accdo Accao Fase do Ciclo
Esquizonticidas
Quinino e derivados sanguineos
Quinino# Metanolquinoleina Interferéncia *Esquizonticidas
Amodiaquina 4-Aminoquinoleina na tecidulares
Cloroquina 4-Aminoquinoleina destoxificagdo *Hipnozoiticida
Halofantrina Fenantreno-metanol do grupo *Gametocida (P.
Mefloquina 4-metanolquinoleina heme JSalciparum)
Primaquina* 8-Aminoquinoleina #Gametocida

(P.vivax,P.malariae,
P.ovale)

Antagonistas dos Imblgﬁo da Esquizontl'cidas
Folatos sintese de sanguineos
2,4diaminopirimidina acidos *Esquizonticidas
Pirimetamina* Biguanida nucleicos tecidulares
Proguanil
Sulfonamidas Inibicdo da sintese de Esquizonticidas
Sulfonamida acidos nucleicos sanguineos
Esquizonticidas
Sulfadoxina
Interferéncia na cadeia
de transferéncia Esquizonticidas
Atovaquona Hidroxinaftoquinona de electrdes mitocondrial Sanguineos




Artemisinina e
derivados

Lactona sesquiterpénica
Artemisinina

Artemisinina reduzida Esquizonticidas

o o sanguineos

Dihidroartemisinina Salrsqdlco do’se.nn—ester Geragdio de

de ?}01d0 succinico da stress

desidroartemisinina Oxidativo Gametocidas

2 (P. falciparum)

Artesunato Metil-éter da

Dihidroartemisinina
Artemeter
Antibiéticos

Tetraciclina Inibidores da Esquizonticidas
Tetraciclina Tetraciclina sintese sanguineos
Doxiciclina Macrolido proteica
Clindamicina

Os farmacos apresentados na Tabela tém sido utilizados em diversas regides para
tratamento e profilaxia da malaria, sendo os mais utilizados os compostos quinoleinicos (ex.
cloroquina) e antifolatos (ex. combinacio de sulfadoxina-pirimetamina), pelo facto de serem os

mais acessiveis, faceis de distribuir e eficazes.

1.7- Resisténcia aos Antimalaricos

A interrupc¢io dos regimes terapéuticos e a auséncia de farmaco-vigilidncia adequada
levou ao surgimento de populacdes de parasitas resistentes.

A resisténcia in vivo aos antimalaricos é definida como “a capacidade que uma estirpe
parasitaria tem de sobreviver e/ou multiplicar-se apesar da administracio e absor¢ciao de uma
dada droga, em doses iguais ou maiores as habitualmente recomendadas, mas dentro dos limites
de tolerancia do individuo (Bloland, 2001).” O surgimento de recrudescéncias confirmam o
fenétipo de resisténcia num individuo que recebeu tratamento antimalarico (White, 1998). A

recrudescéncia consiste no reaparecimento de parasitémias (acompanhada de sintomatologia)



ap6s um periodo de cura aparente como resultado de uma resposta inadequada ao tratamento
(sobrevivéncia das formas eritrocitarias).

A multi-resisténcia refere-se ao fenétipo de resisténcia a dois ou mais fiarmacos
pertencentes a classes quimicas diferentes e tem sido observado em P. falciparum. A resisténcia a
varios antimalaricos resulta dos aspectos comuns dos seus mecanismos de ac¢do, bem como dos
mecanismos de resisténcia que lhe estiao associados (Le Bras & Durand, 2003).

O aparecimento de resisténcia aos antimaldricos levou ao desenvolvimento de métodos
para determinar a susceptibilidade vs resisténcia do P. falciparum. Inicialmente era limitado a
avaliacdo da resposta in vivo, tendo-se seguido a introducio dos métodos in vitro, ambos
procedimentos complementares. Posteriormente, desenvolveram-se os marcadores moleculares
de resisténcia. A procura de mutacdes em genes potencialmente envolvidos na firmaco-
resisténcia pode ser realizada a partir de populacées naturais de P. falciparum ou através de
modelos murinos (Carlton et al., 2001).

E fundamental realizar estudos (firmaco-vigilancia, genética populacional, epidemiologia
molecular) que prevejam a emergéncia e dispersdo da resisténcia aos antimaldricos actualmente
disponiveis para planear estratégias de tratamento e controlo mais eficazes.

A resisténcia em P.falciparum (in vivo e in vitro) ja existe em todas as classes de

antimalaricos excepto na classe das artemisininas e seus derivados (Tabela 2).



Tabela 2- Ano de introdugio do antimaldrico e registo dos primeiros casos de resisténcia ao farmaco

(adaptado de Wongsrichanalai et al., 2002).

Antimalarico Ano da introdugdo Ano do aparecimento de resisténcia

Quinino 1632 1910

Cloroquina 1945 1957

Proguanil 1948 1949
Sulfadoxina-pirimetamina 1967 1967

Mefloquina 1977 1982

Atovaquona 1996 1996
Artemisinina e Derivados 1980

1.8- Uso Racional de Antimalaricos

A resisténcia pode depender de varios factores tais como a administracdo incompleta ou
inadequada de farmacos, propriedades intrinsecas ao composto utilizado (tempo de semi-vida),
imunidade do hospedeiro (Cravo ef al. 2001), farmacogenética, mé nutricdo (White, 1999; Hess et al.,
1997), vasto uso de monoterapia (White & Olliaro, 1996), e factores relacionados com o parasita e
com o vector (W.H.O., 2001b). A resisténcia ou falha terapéutica sdo dois fendmenos distintos. A
falha terapéutica ¢ a auséncia de resolug@o dos sintomas clinicos apos tratamento com antimalarico.
Falha terapéutica ou valores de 1Cs in vitro elevados ndo sdo suficientes para declarar a existéncia de
resisténcia in vivo. Contudo a diminui¢do da susceptibilidade in vitro, serd o primeiro alerta de
possivel aparecimento de resisténcia in vivo. Farmacos ineficazes levam ao aumento de falhas
terapéuticas, o que aumenta o risco de maldria grave e anemia, promovendo a sua transmissao.

A forma de combater a resisténcia e obter resultados com o tratamento, baseia-se no uso de
combinagdes terapéuticas, que consistem em dois ou mais esquizonticidas sanguineos com

mecanismos de ac¢do independentes e diferentes alvos bioquimicos no parasita (W.H.O., 2006¢). A
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racionalizacdo do seu uso, permite um tratamento mais efectivo e, no raro evento de emergir um
parasita mutante com fendtipo de resisténcia a um dos farmacos, o parasita sera eliminado devido a
presenga de outros esquizonticida que compde a combinagdo terapéutica aplicada (W.H.O., 2006c).
A O.M.S. recomenda a combinacdo terapéutica, preferencialmente com derivados de artemisinina
no tratamento de malaria ndo complicada e severa por P.falciparum (W.H.O. 2006c; Tangpukdee et
al., 2008). Em 2006 um total de 60 paises tinham ja adoptado a combinagdo terapéutica com
derivados de artemisinina como tratamento de primeira linha ou de segunda linha (W.H.O., 2006b).
As vantagens na utilizacdo dos derivados de artemisinina sdo: rapida redugdo significativa da
parasitémia, diminuicdo dos sintomas, eficacia contra estirpes multi-resistentes de P. falciparum,
reducdo de gametocitos jovens, boa tolerancia, auséncia de resisténcia (W.H.O., 2001; W.H.O.,
2006¢) e um tempo de semi-vida curto. Essas observagdes, em conjunto com evidéncias de estudos
clinicos de determinacdo de doses e de farmacocinética/farmacodinamica sugerem o uso de
esquemas com dois ou mais agentes com ac¢des antimalaricas complementares para tratar a
infeccdo por Plasmodim falciparum resistente aos medicamentos (White, 1999).

A combinagdo com outro antimalarico que apresente um tempo de semi-vida mais longo que a
artemisinina e os seus derivados, permitird um aumento da sua eficacia, reduzindo o tempo de duragao
do tratamento e a diminui¢cdo da probabilidade de desenvolvimento de farmaco-resisténcia. (W.H.O.
2001a).

Em alternativa a impossibilidade de recorrer aos derivados de artemisinina, utiliza-se a
combinag¢do da amodiaquina com sulfadoxina-pirimetamina (W.H.O., 2006b). No entanto em muitos
dos paises endémicos, os derivados de artemisinina sdo disponibilizados em mercados paralelos a
baixo custo, sendo desta forma empregue a monoterapia em vez da terapia combinada com
artemisinina e seus derivados (W.H.O., 2006b). A utilizagdo de drogas em regime monoterapia tem
sido associada ao surgimento de recrudescéncia que varia de niveis baixos a moderados in vivo (Ittarat

et al., 2003; Yang et al, 2003), possivelmente devido ao curto tempo de semi-vida (Afonso et al.,
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2006). O aumento do consumo de derivados de artemisinina em monoterapia ird promover o

surgimento de novas resisténcias e comprometer a eficacia do tratamento (W.H.O., 2006a).

1.9- Aspectos da Genética do parasita na Resisténcia aos Antimalaricos

A resisténcia aos antimalaricos pode ser resultado da reduzida afinidade ao alvo do farmaco
resultando em mutagdes pontuais nos genes que codificam esse alvo terapéutico.

A maioria das infec¢des que decorrem em areas de baixa endemicidade sdo sintomaticas, uma
vez que os individuos ndo sdo imunes e¢ s@o tratados imediatamente com antimalarico (Hastings,
2004). O surgimento da resisténcia tem inicio quando elementos da populacdo parasitaria exposta as
concentragcdes do farmaco apresentam mutagdes espontaneas que lhes proporcionam uma vantagem
selectiva e, que em condi¢cdes normais inibiriam a proliferacdo da fraccdo sensivel da populagdo
parasitaria (Peters, 1990). Seguidamente ha um processo de seleccdo do clone que apresenta maior
vantagem de sobrevivéncia na presenca do farmaco conduzindo a uma transmissdo preferencial que
ird resultar na dispersdo do fendtipo de resisténcia (White & Pongtavornpinyo, 2003). O aumento
proporcional de infeccdes tratadas resultam numa maior vantagem selectiva de uma dada mutagdo em
areas de baixa transmissdo comparativamente a areas de elevada transmissdo. Portanto mutacdes que
confiram resisténcia sd3o mais frequentes nas areas de baixa transmissdo (Hastings, 2004). A
recrudescéncia e subsequente transmissdo de uma infeccdo que origine um novo fendtipo de
resisténcia € necessaria para que essa resisténcia se propague (White, 1999). Para impedir a dispersao

de resisténcia € necessario prevenir a producdo de gametdcitos provenientes de parasitas

recrudescentes (White & Pongtavornpinyo ,2003).

1.9.1- Estrutura Genética de Populagdes Parasitarias

A estrutura genética da populacdo de P.falciparum varia em diferentes areas geograficas
dependendo dos niveis de transmissdo e endemicidade da infecgao.

A recombinagdo genética ocorre a taxas bastante elevadas em populagdes naturais de

P.falciparum (Conway et al., 1999). Os novos gendtipos provavelmente reflectem a influéncia na
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diversidade de seleccdo exercida nos genes por factores tais como imunidade do hospedeiro e pressao
selectiva do antimalarico (Jeffares, et al., 2007; Volkman, et al., 2007). O nimero de polimorfismos
varia nas diferentes classes de genes e em diferentes regides dentro dos cromossomas (Ekland &
Fidock, 2007). Os polimorfismos genéticos ndo sdo segregados aleatoriamente. Em vez disso, eles
tendem a formar clusters denominados de haplotipos resultantes de recombinacgdo genética (Ekland &
Fidock, 2007).

Nas populagdes parasitarias da mesma espécie, o aparecimento de polimorfismos de tamanho

nos cromossomas podem ser devidos a:

Delecgdes ou inser¢des de sequéncias de DNA telomérico e subtelomérico (Corcoran et al.,
1986; Pologe & Ravetch, 1988);

e Amplificagdo génica (Foote et al., 1989; Triglia et al., 1991);

e Recombinacao génica (Sinnis & Wellems, 1988; Corcoran et al., 1988);

e Re-arranjos dos cromossomas (Frontali ez al., 1991).

Elevadas taxas de recombinagiio como as observadas em estirpes de P. falciparum em Africa
tendem a esconder a proximidade (/inkage) com os clones ancestrais (Ekland & Fidock, 2007). O
recurso ao linkage disequilibrium (L.D.) ¢ um conceito ideal para estudar a dispersdo do fenotipo de
resisténcia genética na populacdo parasitaria. O L.D. mede a associacdo ndo-aletéria de alelos de
diferentes /oci e pode ocorrer entre dois genes que ndo se encontram fisicamente proximos. A medi¢ao
de linkage disequilibrium ¢é realizada considerando dois /oci (A ou B), em que cada um segrega dois
alelos (A, Az, B1,B») existindo quatro possiveis gametas (haplotipos) dentro da populagdo. Se os
alelos ndo se encontrarem aleatoriamente associados apresentardo divergéncia nas frequéncias
esperadas, encontrando-se em linkage disequilibrium. Desta forma existem quatro gendtipos
heterozigoticos resultantes da recombinacdo e, que sdo diferentes dos encontrados nos progenitores.
Se os alelos do dois loci encontram-se aleatoriamente associados, a frequéncia dos quatro gametas sao

iguais ao produto da frequéncia dos alelos que contém, tratando-se de linkage equilibrium.
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As populacdes parasitarias de areas de elevada transmissdo, P.falciparum exibem pouco ou
nenhum linkage desiquilibrium entre alelos de loci em diferentes partes do genoma (Conway, 2007).
Isto ndo ¢ surpreendente, uma vez que a frequéncia de infeccdes com diferentes genotipos, promovem
a recombinacdo dos gametas desses genotipos dentro do mosquito aquando da refei¢do sanguinea. Nas
areas hiperendémicas geralmente s6 ocorre um forte /inkage disequilibrium entre nucledtidos muito
proximos (distancias inferiores a 1kb) (Conway et al., 1999; Polley et al., 2003; Conway, 2007). No
entanto estes dados sdo consistentes com a taxa de recombinacdo meidtica de P.falciparum com 1%
de probabilidade de ocorrer crossing-over a cada 17 Kb ao longo de um cromossoma (Su et al., 1999).

As populagdes parasitarias existentes em areas pouco endémicas, possuem uma propor¢do de
mistura de genotipos mais baixa, como resultado de uma taxa de infec¢do baixa e dessa forma os
parasitas tém uma elevada taxa de fecundacdo de gametas femininos e masculinos provenientes do
mesmo clone aquando da refei¢do sanguinea do vector (Conway, 2007).

Populagdes com elevados niveis de cruzamento, por vezes apresentam um significativo grau de
associagdo ndo aleatéria entre alelos de loci situados em cromossomas diferentes (Linkage
disequilibrium) (Conway et al., 2007).

As populacdes parasitirias de Africa possuem as maiores proporgdes de infecgdes com
multiplos genotipos e o menor linkage disequilibrium, enquanto que as populagdes da América do Sul
apresentam um linkage disequilibrium alto e as populacdes do Sudeste Asidtico tém uma situacao
intermédia relativamente as regioes referidas (Conway, 2007; Anderson ef al., 2000).

E fundamental identificar e compreender os mecanismos envolvidos no surgimento de
resisténcia, bem como detectar as mutagdes em genes do parasita que possam estar relacionados com
diminui¢do de susceptibilidade e aparecimento de fendtipo de quimio-resisténcia geneticamente
estavel aos antimalaricos. O estudo dos marcadores genéticos de resisténcia sdo realizados através da
procura de polimorfismos, observacdo de alteragdes da expressdo, no numero de copias de genes
(Ferreira et al., 2006; Ferreira et al., 2007; Ferreita et al., 2008) e em estudos de protedmica (Cooper

& Carucci, 2004). Os polimorfismos incluem pequenas sequéncias de repeticdo de nucledtidos
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(microsatélites), SNPs (single nucleotide polymorphisms) e indels (inser¢des/delec¢des) (Ekland &

Fidock, 2007).

1.10- Mecanismos de Acc¢io e Resisténcia dos Principais Antimalaricos

1.10.1-Cloroquina (CQ)

A cloroquina foi introduzida em todas as regides endémicas apods a Il Guerra Mundial como
principal medida terapéutica e profilatica. O seu sucesso ficou a dever-se a sua eficacia contra as
formas eritrocitarias do P. falciparum, uso facil e seguro, baixo custo e auséncia de efeitos
secundarios (Cravo et al., 2002).

Tém surgido diversas teorias com o intuito de explicar o seu modo de ac¢do. A explicagdo melhor
aceite entre a comunidade cientifica, baseia-se na interferéncia deste farmaco no mecanismo de
digestdo da hemoglobina (destoxificagdo do grupo heme) por parte dos parasitas. O P. falciparum
durante o seu desenvolvimento intra-eritrocitario digere a hemoglobina dentro do seu vacuolo
digestivo de onde a protedlise desta proteina resulta na formag¢ao de um produto denominado grupo
heme ou ferriprotoporfirina IX (FP). A FP ¢ altamente toxica para o parasita dado causar um aumento
da permeabilidade das membranas conduzindo eventualmente a lise celular (Slater et al., 1991). Por
ser tOxico para o parasita, este desenvolveu mecanismos de destoxificagdo de forma a evitar os seus
efeitos nocivos através de 2 processos:

e Mecanismo enzimatico que consiste na polimerizagdo de FP num cristal inerte inofensivo para

o0 parasita, a hemozoina (HZ) ou pigmento malarico;

e Os produtos ndo polimerizados em HZ (70-80%), difundem-se através da membrana vauolar,

alcangando o citosol do parasita, onde se localizam os mecanismos de destoxificacdo pela

glutationa (Ginsburg et al., 1998).

A acumulag@o do heme livre em concentragdes elevadas provoca a morte dos parasitas (Ginsburg et
al., 1999).
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A resisténcia a cloroquina foi observada doze anos apos a sua introducdo (Tabela 2). Varios
estudos sobre resisténcia a cloroquina tém sido realizados com o objectivo de determinar qual ou quais
os genes moduladores envolvidos nessa resisténcia. Mutagdes pontuais no gene pfcrt, em particular a
mutagdo pfert K76T tém sido associadas a resisténcia de P. falciparum a cloroquina in vitro € in vivo
em isolados provenientes de Africa, Sudeste Asiatico, América do Sul e Irdo (Vieira et al., 2001;
Hatabu et al., 2005; Sarr et al., 2006; Cojean et al., 2006; Ojurongbe et al., 2007; Ursing et al., 2007;
Zakeri et al., 2008). O gene pfcrt (P.falciparum chloroquine resistance transporter), codifica uma

proteina transmembranar, PfCRT, localizado no vactolo do parasita.

1.10.2- Amodiaquina (AMQ)

A amodiaquina ¢ uma 4-aminoquinoleina com uma estrutura quimica muito semelhante a
cloroquina, sendo mais efectiva na eliminacdo da parasitémia em malaria ndo grave. Actualmente ¢
muito utilizada em combinagdo terapéutica com artesunato e sulfadoxina-pirimetamina (Olliaro &
Mussano, 2003).

O mecanismo de resisténcia 8 AMQ ainda nao é conhecido. Tém sido realizados varios estudos
de resisténcia in vivo, alguns deles com resultados contraditorios, nomeadamente os que identificam
mutacdes pontuais em ambos os genes pfcrt e pfimdrl (Happi et al., 2006) e outras investigacdes
apenas associam a presenca de mutacdes pontuais num dos genes referidos (Ochong et al., 2003;
Dokomajilar et al., 2006; Holmgren et al., 2007; Nsobya et al., 2007). Outros estudos tém sido
desenvolvidos com o objectivo de relacionar a existéncia/inexisténcia de amplificagdo do gene com a
existéncia/ inexisténcia do fendtipo de resisténcia. Nesse sentido foi realizado recentemente um estudo
no Quénia que indicou que a resisténcia in vivo @ modiaquina ndo esta relacionada com a amplificacao

do gene pfmdrl (Holmgren et al., 2006).

1.10.3- Sulfadoxina-Pirimetamina (Fansidar®)

A combinacdo sulfadoxina-pirimetamina (SP) actua sinergicamente como inibidores da

biossintese dos folatos, essencial para o parasita, uma vez que este ¢ incapaz de obter as pirimidinas a
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partir do seu hospedeiro (Ferone, 1997). Os parasitas necessitam de sintetizar cofactores, uma vez que
ndo sdo capazes de utilizar os do hospedeiro. Para o fazerem, requerem um suplemento de
dihidrofolato e de tetrahidrofolato que ¢ produzido através da via da biossintese de folato. Este
processo envolve varias vias metabdlicas catalisadas por diversas enzimas tais como a dihidropteroato
sintase (DHPS) localizada no cromossoma 8 ¢ a enzima bi-funcional dihidrofolato redutase-timidilato
sintase (DHFR) localizada no cromossoma 4, que sao alvos da combinacgio de SP.

A pirimetamina ¢ um antagonista dos folatos, inibindo a enzima DHFR causando a deplec¢ao
de tetrahidrofolato. A sulfadoxina ¢ uma sulfonamida e actua por inibicdo da DHPS, evitando a
formacgdo do dihidropteroato (Frédérich et al., 2002). A SP liga-se 8 DHPS e DHFR, inibindo o seu
funcionamento tendo como consequéncia a morte do parasita, por interrupcao da sintese de DNA.

O mecanismo de resisténcia a sulfadoxina-pirimetamina ¢ bem conhecido e resulta de
mutagdes pontuais nas regides codificantes do centro activo das enzimas DHPS ¢ DHFR (Carlton et
al., 2001; Wongsrichanalai et al., 2002). Estas mutacdes parecem diminuir a afinidade do farmaco
para o centro activo das enzimas, cuja observagado foi verificada por todo o mundo.

Estudos com populagdes naturais identificaram que a presenca de uma mutagcdo pontual
(S108N) no gene que codifica a enzima DHFR ¢ suficiente para conferir resisténcia a pirimetamina,
estando esta consideravelmente aumentada nos parasitas portadores de mais trés mutagdes no mesmo
gene (N5S1I, C59R, 1164L) (Plowe, 2003). Recentemente foi sugerido que a origem de um triplo
mutante no gene dhfi- (N51I, C59R e S108N) é partilhada na Asia e Africa Central e Ocidental (Maiga
et al., 2007) . Mutacdes pontuais nos codoes 436, 437, 540 ¢ 613 do gene que codifica a enzima
DHPS estao associados a resisténcia a sulfadoxina (Triglia & Cowman, 1994). Estudos demonstraram
uma forte associagdo entre a presenca de quintuplas mutacdes (pfdhfi: 108N, 511, S9R; pfdhps: 437G,
540E) e faléncia terapéutica a combinagao SP (Kublin et al., 2002; Bwijo et al., 2003; Schonfeld, et

al., 2007).
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1.10.4- Artemisininas e seus derivados (D.A.)

A artemisinina ¢ o composto activo derivado da semente quing hao proveniente da planta
Artemisia annua, sendo utilizada na medicina tradicional chinesa para o tratamento de febre desde ha
1500 anos.

Este grupo de antimalaricos induz uma resposta clinica e uma redugdo da parasitémia mais
rapida que todos os farmacos existentes (Hien & White, 1993). A sua poténcia in vivo ¢ 10-100 vezes
maior que a dos outros antimalaricos (White, 1997). Esta classe de farmacos actua com elevada
eficacia nas varias fases sanguineas do parasita, incluindo a fase de trofozoito jovem, reduzindo o
numero de gametdcitos no sangue e diminuindo a infectividade dos gametocitos sobreviventes.

A artemisinina caracteriza-se quimicamente por ser uma lactona sesquiterpendide com uma
ponte de endoperoxido (C-O-0-C), essencial a sua actividade antimalarica (Figura 3A): tem baixa
solubilidade em agua e em O6leo, o que limita as possiveis vias de administragdo. Para resolver esse
problema foram desenvolvidos varios derivados semi-sintéticos (Figura-3B): artesunato, artemeter,
arteeter ¢ que posteriormente sdo metabolizados em dihidroartemisinina que ¢ o metabolito
biologicamente activo. O artesunato ¢ hidrossolivel e os derivados artemeter e arteeter sdo
lipossoluveis (Meshnick et al., 1996).

Os compostos desta classe de antimaldricos sdo farmacos com tempos de semi-vida muito
curtos (3-5 horas), o que determina que a cura efectiva implica tratamentos em regime de multi-doses
com duracdo de 7 dias. Regimes de tratamento inferiores e utilizados em monoterapia originam
recrudescéncias (Hien, 1994).

Estudos in vitro realizados noutros protozoarios ¢ em linhas celulares eucariotas sugerem que
0 mecanismo de ac¢do da artemisinina e derivados na avaliacdo da susceptibilidade € especifico do

P.falciparum (Golenser et al., 20006).
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Artemisinina

Figura 3- Estrutura quimica da artemisinina e seus derivados, (A) Artemisnina e (B) Derivados da
Artemisinina incluindo a dihidroartemisinina: Dihidroartemisinina(R=H), Artemeter (R=CH3),

Arteeter (R=CH2CH3), Artesunato (R=0OCO(CH2)2CO2Na) (Adaptado de Meshnick et al., 1996).

Outro derivado semi-sintético, artemisona, esta em fase de ensaios clinicos, ¢ parece ser o0 mais
potente e sem efeitos secundarios relevantes (Haynes et al., 2006; Vivas et al., 2007; Nagelschmitz et
al., 2008).

A artemisinina e os seus derivados actuam com elevada eficicia nas vérias fases sanguineas do
parasita, incluindo a fase do trofoito jovem, reduzindo o nuimero de gametocitos no sangue,
permitindo um decréscimo na transmissdo. Porém ndo afectam os parasitas primarios ou no estado
tecidular latente e por isso ndo sdo uteis para a quimioprofilaxia nem para a prevengdo de recidivas
por P. vivax. Esses compostos agem rapidamente nos estadios eritrocitarios assexuados do P. vivax e

de clones de P. falciparum sensiveis a cloroquina, resistentes a cloroquina e multi-resistentes.

1.10.4.1- Mecanismo de Accao

O mecanismo de ac¢do da artemisinina e derivados ainda ndo ¢ completamente conhecido, no
entanto o modelo actual mais aceite sugere que decorre no vacuolo digestivo do parasita e envolve
dois passos (Figura 4):

e O ferro (Fe*") heme intraparasitario dos eritrocitos infectados catalisa a clivagem da ponte de

endoperoxido (Robert et al., 2001);
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e Seguidamente ocorre um rearranjo molecular que produz radicais com carbonos centrais que

modificam de modo covalente e lesam proteinas especificas do parasita (Meshnick, 2002).

CH,
H,C Activacio \ Alquila¢iao
S -
Fe
H:  Livre ouligado Radicais livres
ao heme

ou
intermediirios

Proteinas

Figura 4- Esquema representativo do mecanismo de ac¢io da artemisinina e derivados (Meshnick et

al., 1996).

De uma forma sucinta este grupo de farmacos tem como mecanismo de accdo a formagdo de
radicais livres apos clivagem da ponte de endoperdxido, levando a produgdo de stress oxidativo
(Robert et al., 2001). E proposto que essa ponte seja clivada pelo grupo heme intra-parasitario ou
Fe2+, o que leva a formacdo dum radical livre que funcionara como um agente alquilante que ira
reagir com o grupo heme e proteinas parasitarias (Meshnick, 2002).

Num estudo com dihidroartemisinina marcada radioactivamente verificou-se que um dos
principais alvos de alquilagao ¢ a proteina homologa da TCTP (translationally controlled tumor
protein) em P. falciparum (Bhisutthibhan et al., 1998) e que esta proteina encontra-se presente na
membrana do vactiolo digestivo do parasita (Bhisutthibhan et al., 1999).

Estudos recentes propdem no entanto outro mecanismo de ac¢do baseado na alteragdo do
armazenamento intracelular de calcio através da inibi¢do da actividade da enzima ATPase Ca*" de
Plasmodium spp, codificada pelo gene pfATPase6 (Eckstein-Ludwig et al., 2003). A artemisinina

possui uma estrutura semelhante a tapsigargina, um inibidor especifico da enzima reticulo

20



sarco/endoplasmatico Ca®" ATPase (SERCA). Deste modo foi colocada a hipétese que a artemisinina,
depois de activada, se comportasse como um inibidor especifico da SERCA do P. falciparum. A
PfATPase6 ¢ a tinica ATPase Ca®’ do tipo SERCA identificada no genoma do Plasmodium spp, tendo
sido expressa em oocistos de Xenopus laevis, onde foi avaliada a actividade de varios derivados de
artemsinina. Foi demonstrado que a artemisinina inibe o ortdlogo do SERCA no Plasmodium
falciparum (PfATPase6) em oocistos de Xenopus laevis com eficacia semelhante a tapsigargina,
evidenciando que a artemisinina actua por inibi¢do da PfATPase6 (Eckstein-Ludwig et al., 2003). Por
outro lado a artemisinina e derivados formam ligacdes covalentes com quatro proteinas parasitarias
associadas a membrana, sugerindo que a inibicdo de proteinas adicionais pode também desempenhar

um papel na morte do parasita (Krishna et al., 2004).

1.10.4.2- Mecanismo de Resisténcia

Apesar do mecanismo de resisténcia a artemisinina e derivados ainda ndo estar esclarecido, ¢
de extrema importincia identificd-lo e compreendé-lo. Isto porque existe a possibilidade de
surgimento de resisténcia, sem no entanto existir alternativa farmacologica. Conhecer as propriedades
do farmaco e as bases moleculares de resisténcia, permitem evitar a repeticdo de alguns erros do
passado, através da implementagdo de estratégias racionais de monitorizagdo terapéutica. Esta
monitorizagdo promove o ajuste das combinac¢des terapéuticas de forma a maximizar a eficicia
terapéutica e evitar a emergéncia e dispersao dos alvos mutados que conferem diminui¢do ou auséncia
de susceptibilidade. Diversos estudos apontam varios genes candidatos de modular a susceptibilidade
a este grupo de antimalaricos. Estes estudos revelam que a existéncia de mutagdes nos seguintes genes

candidatos: pfATPase6 ¢ pfubp-1 (Jambou et al., 2005; Uhlemann et al., 2005; Afonso et al., 2006).
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Gene pfATPase6

O gene pfATPase6 codifica uma ATPaseCa’" tipo SERCA do Plasmodium spp que foi
recentemente proposto como um alvo terapéutico dos derivados de artemisinina (Eckstein-Ludwig et
al., 2003). Estudos sugerem que o desenvolvimento do fenotipo de resisténcia depende de alteracdes
na ATPase Ca’" do tipo SERCA do Plasmodium falciparum (Uhelmann et al., 2005; Jambou et al.,
2005). A presenga de mutagdes em aminoacidos da proteina PfATPase6 modula a suscetibilidade in
vitro a artemisinina num sistema heterologo, tendo-se verificado que a ac¢@o inibitoria da artemisinina
na actividade PfATPase6 em oocistos de Xenopus laevis ¢ influenciada por mutagénese dirigida
(Uhlemann et al, 2005). Recentemente foi identificada uma mutacdo, S7T69N, no gene pf4TPase6 em
seis de sete isolados da Guiana Francesa, com reduzida susceptibilidade in vitro ao artemeter: esses
isolados apresentavam uma média de valores de ICsq in vitro, vinte vezes superior ao valor maximo
apresentado pelos outros isolados estudados. Foi sugerido que esta mutagdo evita que os derivados de
artemisinina interfiram nas alteragdes da conformacdo da proteina necessarias para a sua actividade
(Jambou et al., 2005). Esta descoberta veio reforcar a ideia de que a proteina PfATPase6 estara

envolvida na resisténcia a artemisinina e derivados.

Gene pfubp-1

O gene ubp-1 localiza-se no cromossoma 1 no genoma do P. falciparum, e codifica uma
protease ubiquitina-especifica. A ubiquitina (Ub) é uma proteina globular de 76 aminoacidos
altamente conservada entre os eucariotas, sendo encontrada como um mondmero ¢ também conjugada
a outras proteinas, por uma liga¢do covalente entre o seu C-terminal e uma lisina da proteina que sera
marcada (Whitby er al, 1998). Desempenha uma fung¢do importante no metabolismo celular
permitindo a regulagdo de proteinas com peso molecular médio ou baixo presentes no citoplasma e
nucleo celulares. Regula a proliferacdo celular, eliminagdo de proteinas mutantes e/ou danificadas,
controlo do ciclo celular por degradagdo selectiva das proteinas reguladoras (Paugam et al., 2003), A

desregulagdo deste mecanismo proteolitico pode contribuir para o surgimento de doengas tumorais e
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neurodegenerativas (Doherty et al., 2002; Voutsadakis, 2008; Whatley et al, 2008). A degradacdo
selectiva de proteinas ¢ uma atividade essencial e, em eucariotas, envolve uma complexa maquinaria
proteolitica celular chamada proteossoma (26S), cuja fungdo ¢ dependente de ATP e ubiquitina. O
proteossoma apresenta um papel importante na via de degradacdo de proteinas tanto no citosol e
nucleo, resposta ao stress, adaptagdo metabolica, resposta imune celular, biogénese de organelos,
apoptose, transporte de proteinas, inflamagio, processos antigénicos e de reparagdo de DNA (Pickart &
Cohen, 2004). Nesta via proteolitica (Figura 5) os substratos sdo primeiramente marcados por ligagdes
covalentes a multiplas moléculas de ubiquitinas para, entdo, serem degradados no proteossoma
(Paugam et al, 2003). Nos eucariotas, a protedlise dependente de ubiquitina ocorre em diversos

passos:
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Figura 5- Mecanismo de Protedlise mediada pela via ubiquitina-proteossoma (Adaptado de Wang &

Maldonado, 2006).

Inicialmente as ubiquitinas (Ub) sdo adicionadas aos substractos-alvo em 3 passos sequenciais (a, b, ¢)
que requerem 3 enzimas (E1, E2, E3). As ubiquitinas (Ub) sdo activadas pelas E1, enzimas ativadoras
de ubiquitina, as quais actuam formando uma ligagdo com o C-terminal da glicina da ubiquitina num
processo ATP dependente. As enzimas do tipo E2, enzimas conjugadoras de ubiquitina, transportam a
ubiquitina activada. A E3, ubiquitina ligase, liga-se diretamente a E2 e transfere a ubiquitina activada
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da E2 para o substrato da proteina alvo, promovendo a formagao de uma ligacdo peptidica entre uma
lisina no substrato e um C-terminal da ubiquitina. A E3 liga as cadeias de poli-ubiquitinas ao substrato
sendo responsavel pela especificidade dos substratos que serdo marcados para degradagdo (Hershko &
Ciechanover, 1998). As proteinas ubiquitinadas sdo reconhecidas e degradadas pelo proteossoma 26S.

Nos protozoarios, o proteossoma esta envolvido na diferenciagdo celular, replicacdo e
representa um promissor alvo terapéutico (Paugam et al., 2003). Os inibidores do proteossoma podem
ser naturais ou artificiais e a sua ac¢do consiste em na célula e impedir a degradacdo proteica pelo
complexo ubiquitina-proteossoma (Wang & Maldonado, 2006). A identificacdo de inibidores de
proteossoma tém ajudado a definir o papel do proteossoma nos protozoarios, no entanto, os inibidores
nao sdo totalmente especificos, pois podem inibir outras proteases. O inibidores do proteossoma sao:
aldeido péptido (MG132), lactacistina e gliotoxina (GTX) (Paugam et al., 2003). Os inibidores do
proteossoma podem ser utilizados como uma nova classe de farmacos utilizados no combate a
doencas cancerigenas e ao paludismo (Gantt e al., 1998; Sujashvili, 2008). Estudos in vitro utilizando
Plasmodium berghei demonstram que a lactacistina bloqueia a replicagdo impedindo o
desenvolvimento do parasita na fase exo- e eritrocitaria (Paugam et al., 2003) e, estudos em
populacdes naturais de Plasmodium falciparum indicam que a lactacistina bloqueia a replicagdo de
estirpes sensiveis a cloroquina e, sobretudo de estirpes resistentes (Gonzalez et al., 1999; Paugam et
al., 2003). Os resultados de uma investigacdo in vitro sugerem que o inibidor GTX possui actividade
plasmocidica, ¢ eficaz em estirpes de Plasmodium falciparum sensiveis e resistentes a cloroquina e
essa actividade ndo ¢ induzida pelo stress oxidativo caracteristico do parasita (Hatabu et al., 2006).
Um estudo realizado em estirpes de Plasmodium chabaudi chabaudi com resisténcia estavel a
artemisinina, sugeriu que o gene pfubp-1 poderia ser um potencial modulador da susceptibilidade a
artemisinina e seus derivados (Afonso et al., 2006), tendo sido identificado num clone resistente ao
artesunato uma mutacdo V739F, no gene ortdlogo de pfubp-1 em P. chabaudi (Hunt et al.,2007). No
entanto a pesquisa dessa mutacdo em duas linhas de P. falciparum com baixa susceptibilidade a

artemisinina, revelou a sua inexisténcia. De notar que o fenotipo de resisténcia ndo era geneticamente
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estavel (Hunt et al., 2007). Segundo Ferreira et al., as populacdes parasitarias de uma dada regido
apresentam combinagdes diversas entre polimorfismos no gene pfubp-1 e o genétipo do pfATPase6
originando diferentes haplotipos entre alelos destes genes. Os genes localizam-se no cromossoma 1 do

Plasmodium falciparum a uma distancia fisica curta de aproximadamente 65 Kb (Figura 6).

Densidade Génica
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Figura 6- Esquema representativo da localizacido no cromossoma 1 dos genes pfubp-1 e pfATPase6

1.11- Regides Endémicas
Os isolados naturais de P. falciparum incluidos no presente estudo sdo provenientes das regioes

endémicas do Brasil, Ruanda e Republica Democratica de Sao Tomé e Principe.

1.11.1- Brasil, Estado do Para

A malaria é endémica no Brasil sendo a sua transmissdo praticamente restrita a Amazonia
legal, onde se inclui o Estado do Para. A incidéncia de maléria na regido Amazonica tem aumentado
nos ultimos anos devido sobretudo ao movimento migratério, o que dificulta o seu controlo (Alecrim
et al., 2006). A terapéutica utilizada como primeira linha no tratamento de malaria ndo complicada por

P.falciparum era quinino e doxiclina durante trés dias, seguido de dois dias s6 com doxiclina e
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primaquina no sexto dia. Como segunda linha era utilizada mefloquina em dose tnica e primaquina no
segundo dia. Actualmente a terapéutica esta a ser alterada para o uso de combinagdes com derivados
de artemisinina. Um estudo recente demonstrou que a combinagao terapéutica artemeter+lumefantrina
tém eficacia total, além de ser um tratamento seguro e bem tolerado (Alecrim et al., 2006). Um estudo
realizado na Guiana Francesa identificou parasitas com baixa susceptibilidade in vitro ao artemeter em
P.falciparum (Jambou et al., 2005).

Para a realizacdo do presente estudo foram utilizados isolados naturais do Estado do Pard uma

VvezZ quc:

e existe proximidade geografica com a Guiana Francesa onde se verificou previamente a
ocorréncia de parasitas com susceptibilidade reduzida ao artemeter com mutagdes no gene
PfATPase6 (Jambou et al., 2006);

e cxiste um elevado fluxo migratorio de individuos (Vasconcelos et al., 2006) o que permite a
circulagdo de portadores de estirpes com reduzida susceptibilidade aos derivados de
artemisinina;

e cexistem condigdes para o uso inadequado dos derivados de artemisinina.

1.11.2- Ruanda

O Ruanda localiza-se na Africa Sub-Sahariana e é uma zona endémica de malaria. Em 2001
houve necessidade de alterar a politica terapéutica devido & demonstragdo de falha terapéutica da
cloroquina e sulfadoxina-pirimetamina (SP). Foi realizado um estudo de susceptibilidade in vitro a
cloroquina, amodiaquina, quinino e dihidroartemisinina em isolados provenientes do Ruanda.
Verificaram que 45% da populacdo parasitaria estudada era resistente a cloroquina, sendo a média
dos valores de ICs relativos a dihidroartemisinina, quinino e amodiaquina significativamente maior
para os isolados resistentes a cloroquina do que para os isolados sensiveis a cloroquina o que
evidéncia uma resisténcia cruzada in vitro entre os antimalaricos (Tinto et al., 2006). Actualmente
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recorre-se a combinacdo terapéutica de amodiaquina+SP no tratamento de malaria ndo complicada,

sendo a combinagdo amodiaquina+tartesunato utilizada como alternativa (Tinto ef al., 2006).

1.11.3- Republica Democratica de Sdo Tomé e Principe (RDST)

A Republica Democratica de Sdo Tomé e Principe localiza-se no Golfo da Guiné e é composta
de duas ilhas principais, Sdo Tomé e Principe. A transmissdo de maldria ¢ um dos principais
problemas de saude publica deste arquipélago. Estudos in vitro e in vivo demonstraram uma elevada
prevaléncia de resisténcia aos antimaldricos utilizados como primeira e segunda linha (Cloroquina e
Sulfadoxina-pirimetamina) no tratamento de malaria ndo complicada (Lopes et al., 2002; Cravo et al.,
2004). Hoje em dia estdo a ser introduzidas as combinagdes terapéuticas com derivados de

artemisinina especificamente a combinacao de amodiaquina-artesunato.
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II.LOBJECTIVOS

No ambito do tema do trabalho e tendo em conta a importancia da artemisinina e dos seus
derivados na dinamica do tratamento da infeccdo por malaria, foi analisado o gene ubp-I em
populacdes naturais de P. falciparum provenientes de trés regioes endémicas para malaria: Ruanda,

Republica Democratica de Sao Tomé e Principe e Estado do Para, situado no norte do Brasil.

A elaboracdo deste trabalho teve como objectivos principais:

e Sequenciar do gene ubp-1 em isolados de Plasmodium falciparum, provenientes do Ruanda,
Sdo Tomé e Principe e Brasil;

e Analisar a frequéncia de putativos polimorfismos genéticos ;

e Investigar potenciais hapldtipos entre alelos dos genes pfubpl e pfATPase6 nas amostras

provenientes das diferentes regides.
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I1I- MATERIAIS E METODOS

3.1-Material Biolégico e Antimalaricos

3.1.1- Isolados de Plasmodium falciparum

A realizacdo deste trabalho envolveu a utilizacdo de amostras de sangue periférico infectado
por Plasmodium falciparum provenientes de trés regides endémicas de maldria. As amostras sao

provenientes da Reptblica Democratica de Sao Tomé e Principe, Ruanda e do Brasil (Tabela 3).

Tabela 3- Antimalaricos utilizados para o estudo de susceptibilidade in vitro.

Origem das Amostras Numero de Amostras utilizadas
Brasil 13
Ruanda 7
R.D.S.T.Principe 8

3.1.2- Clones de Referéncia de P. Falciparum

O clone de referéncia utilizado foi o Plasmodium falciparum 3D7, que apresenta fendtipo
sensivel a cloroquina, quinino e mefloquina e cujo genoma se encontra totalmente sequenciado e

disponivel para consulta em diferentes bases de dados (Gardner et al., 2002).

3.1.3- Populagido estudada

Toda a informacio relativa aos critérios de inclusido/exclusio, colheita de sangue,
consentimento informado, processamento das amostras entre outros, esta disponivel nos artigos

de Tinto et al., 2006; Ferreira et al., 2007; Ferreira et al., 2008. Todos os isolados incluidos nesta
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analise haviam sido previamente testados in vitro para avaliacio da sua resposta aos derivados
da artemisinina (dihidroartemisinina, artesunato, artemeter) (Tinto et al., 2006; Ferreira et al.,
2007; Ferreira et al., 2008) indicados na Tabela 4. Estes testes permitem estabelecer um valor de
concentracio minima inibitéria do firmaco a 50% (ICsy) para cada amostra, definido como “a
concentracio de um composto necessaria para reduzir o crescimento populacional de

organismos, incluindo células eucarioticas, em 50 por cento, in vitro”.

Tabela 4- Antimalaricos utilizados para o estudo de susceptibilidade in vitro.

Area endémica Antimaldrico
Brasil (Ferreira et. al., 2008) Artesunato, artemeter
Ruanda (Tinto et al., 2006) Amodiaquina, dihidroartemisinina
RDSTP (Ferreira et. al., 2007) Amodiaquina, artesunato e artemeter

3.2- Metodologia

3.2.1- Processamento das amostras

As amostras de sangue venoso haviam sido previamente colhidas em papel de filtro

Whatman n°4, devidamente identificados e secos a temperatura ambiente.

3.2.2- Extraccido de DNA

A extraccio do DNA genémico de cada amostra foi processada pelo protocolo
estabelecido por Plowe ef al, 1995. Sumariamente num tubo de eppendorf (1,5 ml) estéril
correctamente identificado colocou-se um pedaco de papel de filtro contendo a amostra de
sangue (aprox.lcmz). Entre cada cinco amostras foi colocado um tubo com um pedaco de papel
de filtro sem sangue (branco), de modo a servir de controlo interno a extraccdo. Todas as

amostras incluindo o branco, foram processadas de igual forma. A todos os tubos foi adicionado
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1 ml de solucio contendo Saponina a 0,5% e PBS (Sigma™) com incubac¢io a 4°C durante 12
horas. Apés incubacao foi removida toda a solucio castanha e efectuou-se uma lavagem com 1
ml de PBS autoclavado e colocado a 4°C durante 15-30 minutos. Foram marcados novos tubos
de 1,5 ml e adicionado em cada tubo 50 pl de Solucdo de Chelex a 20% (Biorad™).
Seguidamente as amostras foram incubadas a 100°C durante 10 minutos, seguindo-se duas
centrifugacdes (10 000 r.p.m./2 minutos): a primeira com o objectivo de eliminar o papel de
filtro e a segunda para eliminar os residuos de Chelex em suspensio na amostra de DNA. As

amostras de DNA extraido foram guardadas a -20°C.

3.2.3- Desenho de primers

Os primers utilizados foram desenhados com base na sequéncia do gene da pfubp-1 do
clone de P.falciparum 3D7 que se encontra disponivel em Pasmodium falciparum GeneDB

(http://www.genedb.org/genedb/malaria/blast/.jsp) que foi utilizada para retirar as sequéncias de

interesse que serviram de molde para o desenho de primers (Tabela 5). Os primers foram
desenhados manualmente para este gene e as propriedades principais relativas a sua sequéncia
foram avaliadas recorrendo a um interface informatica disponivel on-line: Oligonucleotide

Properties Calculator (http://www.basic.nwu.edu/biotools/oligocalc.html). Deste modo foram

respeitados os critérios essenciais no desenho de primers de forma a obter a optimizar as reacc¢ées
de PCR.

Todos os primers foram sintetizados por encomenda a empresa STABVIDA®.
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Tabela 5- Primers e condi¢oes de PCR utilizados na sequenciagdo do gene pfubp-1.

FRAGMENTO PRIMERS SEQUENCIA (5'_3") REGIAO ALVO CONDICOES PCR
(PB)
1F/2R Forward CACACGTCATAATTACAACTCTC  285-1054 94°C, 3'
94°C, 30"
Reverse TTAACAAGACGTCCATTTTGATC 53°C, 45"40 ciclos
72°C, 60"
72°C, 10'
3F/4R Forward CTCTTCCTATCGTCATACAC 859-1736 94°C, 3'
94°C, 45"
Reverse TTTGTT CAC CATTTTGTTCACC 51°C, 45"40 ciclos
72°C, 60"
72°C, 10'
S5F/6R Forward CATTTTGCTAACCTAGATGATG 1654-2232 94°C, 3'
94°C, 45"
Reverse TGATCGGATATTCTATTTTGCG 51°C, 45"40 ciclos
72°C, 60"
72°C, 10"
7F/8R Forward AGTACCTCCAAGTATGAAGAAC  2236-2957 94°C, 3'
94°C, 30"
Reverse AAC CGT CCTAACCTTATTATTC 53°C, 45"40 ciclos
72°C, 60"
72°C, 10"
9F/10R Forward AAA GAAATTATCCACATCCACC 2804-4442 94°C, 3'
94°C, 45"
Reverse ATAATTTCATTCCACTTTAAGGC 51°C,45"40 ciclos
72°C, 60"
72°C, 10"
11F/12R Forward ATGGAGCAATAATACATGGTGG 3298-5073 94°C, 3'
94°C, 30"
Reverse CATTCA TTTGATACCAAGAGC 51°C, 45"40 ciclos
72°C, 60"
72°C, 10'
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3.2.4- Analise de Sequenciacao Genética

3.2.4.1- PCR “Nested PCR”

Com o objectivo de melhorar a especificidade e eficiéncia da reacgdo, utilizou-se a
metodologia de PCR “Nested PCR” para amplificacdo do gene pfubp-1.. A PCR “Nested PCR”
consiste em duas reacgdes de PCR. As primeiras reac¢des de amplificagdo de fragmentos do gene,
originaram produtos de PCR, os quais foram utilizados como molde nas respectivas segundas reac¢des
de amplificacdo (“Nested-PCR”). Nestas segundas reacgdes de amplificacdo as Unicas alteracdes
efectuadas foram os pares de primers utilizados e as condi¢des do termociclador a serem aplicadas As
reacgdes de PCR para amplificacdo das sequéncias foram optimizadas no dmbito deste trabalho.

Nas reaccdes de amplificagdo utilizou-se a seguinte mistura de reaccao: 28,5 pl de agua
bidestilada estéril, 5 pul de MgCl, (Ferramentas™), 5 ul PCR buffer (Ferramentas™), 5 pl de cada
dNTPs (Ferramentas™), 2,5 ul de cada primer, e 0,5 pl de Tag DNA polymerase (Ferramentas™),
adicionando-se 1 pul de DNA molde. A amplificagdo foi efectuada num volume total de 50 pl. O
termociclador usado em todas as reac¢des de amplificagdo das amostras foi o modelo Uno II da
Biometra.

Em cada reaccdo foi incluido um controlo negativo, no qual o volume de ADN foi substituido
por igual volume de agua bidestilada estéril. Este controlo negativo permite detectar eventuais

contaminagdes na execugdo das reaccdes.

3.2.4.2- Electroforese em gel de agarose

Para averiguar a qualidade e quantidade dos fragmentos amplificados resultantes, estes foram
submetidas a uma electroforese em gel de agarose a 2%.
Os géis de electroforese foram preparados através da dissolu¢do de agarose (Gibco™) em solugdo
TAE 1X e adicionado brometo de etidio (Sigma™), para permitir a visualizagdo das bandas de DNA

quando expostas a luz ultravioleta. Para todas as amostras que foram colocadas na tina de
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electroforese foi necessario a adi¢cdo prévia de tampao de aplicagdo no pogo, 6X Mass Ruller Loading
Dye Solution (Ferramentas™). Foi utilizado um marcador de peso molecular, Mass Ruller™ DNA
Ladder, Low Range (Ferramentas™). A separagdo electroforética foi realizada numa tina horizontal
contendo Solucdo TAE 1X durante cerca de 45 minutos a 140V/cm. Por fim, as bandas de DNA foram

visualizadas num transiluminador (Eagle Eye II, Stratagene) com luz ultravioleta e fotografadas.

3.4.2.3- Purificacdo dos Produtos Amplificados

Os amplicdes obtidos por electroforese foram posteriormente purificados utilizando um kit
comercial — QIAquick PCR purification Kit (Qiagen™), seguindo o protocolo do fabricante. Os
produtos de PCR assim purificados serviram de molde em reacgdes de sequenciacdo levadas a cabo

pela empresa STABVIDA®.

3.2.4.4- Analise Bioinformatica das Sequéncias

Os pares de primers que correspondem a uma dada sequéncia do gene foram alinhadas com a
sequéncia do clone de referéncia. Isso foi possivel com recurso a um programa de alinhamento de
multiplas sequéncias com o objectivo de visualizar esse alinhamento, resolver as ambiguidades e

identificar polimorfismos, caso existam. O programa bioinformatico utilizado encontra-se disponivel

na internet (http://prodes.toulousse.infra.fr/multalin/multialin.html), (Corpet, 1988).
A resolucdo de possiveis ambiguidades na sequéncia foi efectuada através da inspecg¢do do

cromotograma respectivo.

3.2.5- Analise Estatistica

Com o objectivo de efectuar um tratamentos de dados para posterior analise da frequéncia de

putativos polimorfismos genéticos foi utilizado o programa de estatistica Microsoft Office Excel 2003.
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IV-RESULTADOS

IV.1- Desenvolvimento, optimizacao e validacdo do método de analise genética.

O trabalho de laboratorio centrou-se na sequenciacdo directa de DNA oriundo de amostras de
populacdes naturais de Plasmodium falciparum. Para isso foi necessario desenvolver, optimizar e
validar a técnica experimental. Foram desenhados primers especificos (Figura7), tendo sido
desenvolvido e optimizado as reacg¢des de Nested PCR para as amostras em estudo. As condigdes de
PCR utilizadas e respectivos primers foram apresentados no capitulo anterior (Tabela 5).

Ap0s alguns procedimentos de optimizagdo das reac¢des de PCR, verificou-se que nem todos
os ensaios produziram os resultados esperados. O par de primers desenhado para amplificar a ultima
regido do gene (que corresponde a regido a montante do par de primers 9F/10R) ndo foi optimizado
por motivos técnicos. No entanto foi desenhado outro par de primers (11F/12R) que apenas
amplificou parte da regido codificante a montante ao intrdo (Figura 7). A metodologia foi aplicada a
todas as amostras incluidas no estudo.

A denominagdo de cada posi¢do polimorfica ou regido sequenciada do gene, ¢ apresentado

considerando a adenina (A) do coddo de iniciacdo ATG como a posicao 1.

507 30

> > -«
| — |

At F2R THA

3F/4R .
SF/6R
TF/SR
9F/10R
11F/12R

Figura 7- Esquema representativo da localizacdo dos pares de primers (F-Forward, R-Reverse)
utilizados na sequenciacio do gene pfubp-1 ( Regido codificante; [_| Regifio codificante ndo

sequenciada;

Intrao).
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Apo6s a optimizagdo dos pares de primers (Figura 7) para a sequenciacdo do gene pfubp-1,

verificou-se que todos os ensaios produziram os resultados esperados.

M3d7 1 2 3 4 5 6 7 8

M 3d7 1 2 3 4550860 Samtn

Figura 8- Géis de Agarose (2%) com resultados tipicos dos 6 pares de primers utilizados para
sequenciacio do gene ubp-1 (a.1- Primers U1F/U2R; a.2- Primers U3F/U4R; a.3- Primers USF/U6R;
a.4- Primers UTF/U8R; a.5- Primers U9F/U10R; a.6- Primers U11F/U12R M- marcador de peso
molecular 1000 pb: MassRuller™ DNA Ladder, Low Range (Ferramentas™); 3d7- Controlo positivo
de gendtipo conhecido; 1, 2, 3, 4, 5, 7, 8- Isolados naturais de P. falciparum).
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IV.2- Estudo dos perfis genotipicos do gene pfubp-1 em populacdes naturais de P.falciparum
do Estado do Para (Brasil), Ruanda e Republica Democratica de Sao Tomé e Principe
(RDST)

O gene pfubp-1 foi sequenciado com sucesso do nucleotido 1 ao 2990 e do nucledtido 3417 ao
3614.

Em todos os isolados analisados, ndo foi possivel a sequenciagdo nas regides que
compreendem o intrdo e duas regides codificantes localizadas entre os nucleotidos 2991 a 3045 e entre
o nucle6tido 3275 ao 3413.

A analise das sequéncias revelou a presenca de Single Nucleotide Poymorphisms (SNPs) e
insercdes/delecgdes (Indels). No conjunto da populagdo parasitaria analisada, englobando a totalidade
das amostras oriundas das trés regides endémicas incluidas no estudo, foram identificados trinta e um

polimorfismos dos quais vinte e quatro sdo mutacdes nao-sinénimas e sete mutagdes sinonimas (Tabela

6).

Tabela 6- Classificacio dos Polimorfismos encontrados.

Nucleotido Tripleto Aminoacido Mutagao
T555C CIT—-CCT L—P Nao-Sinénima
T843C TGI-TGC C—-C Sinénima
G857A GAA—-AAA E—K Nao-Sinénima
A876G AAT—AGT N—-S Nao-Sinénima
A931G GAA—-GAG E—E Sinénima

A1180T AGT—-TGT S—C Nao-Sinénima
A1350G TAT->TGT Y—-C Nao-Sinénima
C1919A GAT—AAT Q—K Nio-Sin6nima
G2120A GAT—AAT D—N Nio-Sinonima
G2123C GGC—CGC G—R Nio-Sinonima
G2124A GGC—GAC G—-D Nio-Sin6nima
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C2125T

T2127C

T2131C

A2133G

A2139G

G2147A

G2150C

G2151A

T2152C

T2154C

T2158C

A2166G

A2174G

C2177G

A2178G

C2181T

C2185T

G2193A

G2220A

G2554A

Seguidamente serdo apresentados os resultados dos polimorfismos encontrados em cada regido
endémica e no final dessa secgdo sera feita uma analise comparativa dos resultados encontrados nas

regides estudadas.

Tal como referido anteriormente foi ainda detectada a presenga de indels (inser¢des/delecgdes)
nos isolados provenientes das trés regides endémicas (Tabela 7). A insercdo de 12 pares de bases (pb)

codifica a seguinte sequéncia de aminoacidos: WTKI. As delec¢des de 27 pb e 54 pb referem-se a
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AAT—HGAT
CAT—GAT
GAT—-GGT
GCA—GTA
AAC—AAT
AGT—AAT
AGT—AAT

ATG—ATA

G—-G

V—oA

N—-N

H—R

N—-S

D—N

G—R

G—H
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Sin6nima
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Nio-Sinénima
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Niao-Sinénima
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Niao-Sinénima

Nio-Sinénima
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duas regides seguidas com sequéncias repetidas, formando um bloco de 54 pb e individualmente duas
regides iguais de 27 pb. Cada bloco de 27 pb codifica a seguinte sequéncia de aminoacidos:

VSRMNHANR.

Tabela 7- Frequéncia Absoluta de indels do gene pfubp-1 nas regioes endémicas estudadas.

Indels (insercoes/deleccoes) Brasil Ruanda R.D.S.T.Principe
2223-2276 (-54pb) 0 2 1
2223-2250 (-27 pb) 4 2 5
1363-1374 (+12pb) 4 2 2

1V.2.1-Brasil

Em trés amostras do Brasil nao foi possivel sequenciar um segmento codificante que se
localiza entre o nucledtido 1276 e o nucledtido 1326. No entanto de acordo com os resultados
seguidamente apresentados, esse segmento niao apresentou polimorfismos nos restantes isolados
estudados.

As amostras do Brasil apresentaram onze SNPs (Figura 9). Estes polimorfismos
resultaram em oito mutacdes niao-sindnimas e em trés mutacdes sinénimas. Adicionalmente
foram encontrados polimorfismos de tamanho que se caracterizam por insercdes de 12 pb e
deleccdes de 27 pb (Tabela 7).

Todos os polimorfismos encontrados apresentaram a mesma frequéncia absoluta com
excepcao para o polimorfismo no nucleético 2220 que teve uma frequéncia ligeiramente superior

tendo sido encontrado em cinco das treze amostras analisadas (Figura 9).
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FREQUENCIA

T

1180 2152 2174 2177 2178 2181 2185 2193 2220
NUCLEOTIDO

Figura 9- Frequéncia Absoluta dos polimorfismos encontrados em isolados naturais de P.falciparum

provenientes do Brasil.

As amostras apresentaram prevaléncias de polimorfismos que variaram entre 31% e
39% (Figuras 10). As prevaléncias encontradas em todos os polimorfismos foram de 31% com

excep¢do para o nucledtido 2220 que teve uma prevaléncia de 39%.
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Figura 10- Prevaléncia dos Polimorfismos encontrados em isolados naturais de P.falciparum provenientes do Brasil.

IV.2.2- Ruanda
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As amostras do Ruanda apresentaram treze SNPs. Estes polimorfismos resultaram em
dez mutacgdes nio-sindnimas e em trés mutacées sinonimas. Também foram encontrados
polimorfismos de tamanho que se caracterizam por insercdes de 12 pb e deleccoes de 27 pb e 54
pb (Tabela 7).

Os polimorfismos localizados nos nucleétidos 2147, 2150, 2151, 2154, 2158 e 2166
apresentaram igual frequéncia e encontram-se em conjunto localizados nas mesmas amostras

tendo sido os polimorfismos mais frequentes nesta populacao de parasitas (Figura 11).

FREQUENCIA
w
|
|
|
|
|
|

i

555 876 931 1919 2125 2133 2147 2150 2151 2154 2158 2166 2554
NUCLEOTIDO

Figura 11- Frequéncia Absoluta dos polimorfismos encontrados em isolados naturais de P.falciparum

provenientes do Ruanda.

Os isolados naturais de P.falciparum apresentaram prevaléncias de polimorfismos que
variaram entre 14, 29 e 43% (Figura 12). Os polimorfismos mais prevalentes foram encontrados

nos nucleotidos 2147, 2150, 2151, 2154, 2158 e 2166.
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Figura 12- Prevaléncia dos Polimorfismos encontrados em isolados naturais de P.falciparum provenientes

do Ruanda.

V.2.3- RDSTP

As amostras da RDST apresentaram dezasseis S/VPs (Figuras 13). Estes polimorfismos
resultaram em treze mutacées nao-sinonimas e em trés mutacdes sinénimas. Também foram
encontrados polimorfismos de tamanho que se caracterizam por insercdes de 12 pb e delecgdes
de 27 pb e 54 pb (Tabela 7).

As frequéncias absolutas nos polimorfismos encontrados variaram entre 1 e 2, revelando

uma grande variabilidade nestes isolados naturais de P.falciparum.
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FREQUENCIA
w

DDA NRAN 1

1350 2120 2123 2124 2125 2127 2131 2133 2139 2147 2150 2151 2154 2158 2166 2193
NUCLEOTIDO

Figura 13- Frequéncia Absoluta dos Polimorfismos encontrados em isolados naturais provenientes da

RDST.

Os isolados apresentaram prevaléncias de polimorfismos que variaram entre 13% e 25%
(Figuras 14). Os polimorfismos com maior prevaléncia sdo os encontrados nos nucleétidos 2125,

2133, 2147, 2150, 2151, 2154, 2158 e 2166.
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Figura 14- Prevaléncia dos Polimorfismos encontrados em isolados naturais de P.falciparum provenientes

da RDST.

43



IV.3- Comparacéio da frequéncia dos SNPs nas trés Regides Endémicas

Pela analise anteriormente realizada é possivel verificar a existéncia de variabilidade de
polimorfica nas regioes estudadas, embora existam alguns polimorfismos comuns entre elas.

Em todos os isolados das regides em causa, a frequéncia de mutacdes niio sinonimas foi
claramente superior a frequéncia de mutacées sinénimas.

Os trés agrupamentos geograficos apresentaram indels (insercao/deleccio). Insercoes de
12 pb e deleccdes de 27 pb foram encontradas nas trés regides endémicas e deleccdes de 54 pb
foram encontradas apenas nas regides africanas em estudo. Nas regioes Africanas foram
encontrados isolados naturais que apresentaram em simultineo insercdes e deleccdes, enquanto
que nos parasitas oriundos do Brasil isso nio se verificou.

O Brasil é, das regioes em estudo, aquela que apresenta menor frequéncia de SNPs sendo
estes, distintos dos encontrados nas restantes regioes geograficas estudadas (Figura 9). A unica
excepcio foi encontrada no polimorfismo localizado no nucleétido 2193 que, é partilhado com
um isolado da RDST e trata-se de uma mutacio nio-sinonima. As amostras do Ruanda
apresentaram treze SNPs, dos quais quatro foram exclusivos desta regiio (Figura 11). Esses
SNPs originaram trés mutacdes nio sindninas resultantes dos polimorfismos nos nucledtidos
555, 876, 1919 e uma mutaciio sinénima resultante do polimorfismo no nucleétido 931.

As amostras da RDST apresentaramm dezasseis SNPs, dos quais sete foram exclusivos
desta regido (Figura 13). Esses SNPs originaram seis mutacées nio sinénimas nos nucleétidos
1350, 2120, 2123, 2124, 2127, 2139 e uma mutacao sinonima no nucleétido 2131.

Nas regides africanas estudadas observou-se a frequéncia de polimorfismos localizados

nos nucleotidos: 2147, 2150, 2151, 2154, 2158 e 2166.
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IV.4- Haplétipos do gene pfubp-1

A sequenciacio do gene ubp-1 em isolados naturais de P. falciparum permitiu identificar
os polimorfismos existentes e efectuar uma analise comparativa entre as trés regides endémicas
estudadas. A frequéncia de haplétipos (combinacio de alelos selvagens e/ou mutantes herdados
em bloco) permite estimar a variabilidade alélica existente entre os isolados naturais de uma
regiio endémica. Seguidamente serdo apresentados os haplotipos encontrados nas regides
estudadas. Por uma questdo de facilidade na apresentacio dos haplétipos apenas se fara

referéncia aos varios polimorfismos (SNPs e indels) encontrados nestes.

IV.4.1- Haplotipos do Brasil

Os isolados do Brasil apresentaram oito haplétipos que se encontram distribuidos entre
os treze isolados estudados (Tabela 8). Os valores de ICsy de artesunato (ATN) encontrados
nestas amostras variaram entre 0,1 a 4,9 nM (Tabela 8).

As amostras identificadas como BR11 e BRS2 apresentaram frequéncia ao mesmo
haplétipo constituido por oito SNPs e uma delec¢io (DEL) de 27pb. Os SNPs encontrados
resultaram em seis mutacées nao-sindnimas e em duas mutacoes sinénimas, tendo apresentado
valores de ICs) ao artesunato compreendidos entre 0,5 e 2,1 nM. Nos isolados naturais BR38 e
BR67 foram identificados nove SNPs e uma DEL de 27 pb, correspondendo a um haplétipo
distinto do encontrado nos isolados BR11 e BR52, uma vez que estes nio apresentam uma
mutacdo adicional nao-sinénima no nucleétido 1180 (Tabela 8). Os isolados BR38 e BR67
apresentaram um valor de ICsy de artesunato superior de 3,4 e 4,8 nM.

Os isolados BR07, BR17 e BRS50 apresentaram haplotipos idénticos, com um
polimorfismo no nucledtido 2220 resultando em valores de ICsy ao artesunato de 4,8, 2,8 e 0,1
nM respectivamente. O polimorfismo no nucledtido 2220 foi classificado como uma mutacio

nao-sinonima.
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Os isolados BR68 e BR24 apresentaram igual haplotipo com um SNP localizado no
nucledtido 2152 e numa inserciao (INS) de 12 pb. Os valores de ICsy ao artesunato das amostras
BR68 e BR24 variaram entre 4,9 nM e 3,1 nM respectivamente.

Os restantes isolados naturais de P.falciparum (BR0S, BR39, BR43 ¢ BR58) revelaram
quatro haplétipos distintos. O haplotipo encontrado no BR0S5 apresentou um polimorfismo no
nucledtido 2152, e uma INS de 12 pb. O isolado BR39 revelou um haplétipo com dois SNVPs
localizados no nucledtido 1180 e 2220 e uma susceptibilidade ao artesunato avaliada com um
valor de ICsy de 0,5 nM.

O isolado natural BR43 apresentou um polimorfismo no nucledtido 2220 tendo resultado
numa mutacio nao-sinénima. O BR43 apresentou um valor de ICsy de artesunato de 0,4 nM.

Na amostra BR58 foi identificada uma mutacio nao-sinénima resultante do polimorfismo
no nucledtido 1180, uma mutacio sinénima resultante do polimorfismo no nucleétido 2152 e

uma INS de 12 pb. Este isolado apresentou um valor de ICs ao artesunato de 0,1 nM.
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IV.4.2- Haplétipos do Ruanda

Nesta regido foram encontrados sete haplotipos diferentes nas sete amostras estudadas
(Tabela 9). Os valores de ICsy de dihidroartemisinina (DHA) encontrados nos isolados naturais de
P.falciparum do Ruanda variaram entre 0,3 a 14,3 nM (Tabela 9).

Observou-se que todos os hapldtipos encontrados sdo distintos, mas que existem trés
isolados (RW10, RW30 e RW57) que partilham seis polimorfismos. Os polimorfismos referidos
sdo afectos aos nucledtidos 2147, 2150, 2151, 2154, 2158, ¢ 2166 ¢ resultaram em cinco mutagdes
ndo-sindnimas ¢ numa mutacgdo sinénima. O isolado RW57 apresentou os polimorfismos referidos
anteriormente e dois indels, uma inser¢do (INS) de 12 pb e uma delec¢do (DEL) de 27 pb. A
avaliacdo da susceptibilidade ao ICsy de DHA foi de 8,8 nM.

O isolado RW10 apresentou nove polimorfismos localizados nos nucledtidos 931, 2125,
2133, 2147, 2150, 2151, 2154, 2158 ¢ 2166, dos quais resultaram trés mutagdes sindonimas e seis
mutac¢Oes nao-sinonimas. Adicionalmente, foi também encontrado uma delec¢do (DEL) de 54 bp ¢ o
valor de ICso de DHA apresentado foi de 0,3 nM.

A amostra RW30 revelou oito SNPs, dois indels € um valor de 1Csy de DHA de 0.5 nM. Os
SNPs encontrados localizam-se nos nucleotidos 2125, 2133, 2147, 2150, 2151, 2154, 2158, 2166
sendo classificados em seis mutagdes ndo-sindonimas e duas mutagdes sinénimas. Adicionalmente foi
identificada uma INS de 12 pb e uma DEL de 54 pb.

Na amostra RW 106, o haplétipo revelou uma DEL de 27 pb e um valor de ICsy de 9,6 nM.

No que diz respeito ao isolado RW32 revelou um haploétipo com um valor de ICsy de DHA de
0,3 nM e foi identificado um polimorfismo localizado no nucleo6tido 876 que resultou numa mutagao
ndo-sindénima.

No isolado natural de P. falciparum RW66, foi identificada uma mutacdo nao-sin6nima
devido ao polimorfismo encontrado no nucleétido 2554. Apresentou um valor de ICso de 4,7 nM.

A amostra RW40 apresentou dois polimorfismos nos nucledtidos 1919 e 2554 resultando em

duas mutagdes ndo-sinonimas. Esta amostra apresentou um valor de ICsode DHA de 14,3 nM.
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IV.4.3- Haplétipos da RDST

Na RDST foram estudadas oito isolados naturais de P.falciparum (Tabela 10). Em oito
isolados foram identificados sete haplotipos diferentes (Tabela 10). Os valores de ICsy ao
artesunato (ATN) encontrados variaram entre 0,2 ¢ 12,5 nM (TabelalO0).

O isolado STP13 revelou catorze SNPs, uma insercdo (INS) de 12 pb e uma deleccao
(DEL) de 54 pb. O valor de ICsp ao ATN foi de 4,1 nM. Os SNPs encontrados localizam-se nos
nucledtidos 2120, 2123, 2124, 2125, 2127, 2131, 2133, 2139, 2147, 2150, 2151, 2154, 2158 ¢
2166 e deram origem a onze muta¢des ndo-sinénimas e trés mutagdes sindbnimas.

No isolado natural STP35 foram encontrados oito SNPs, uma DEL de 27 pb ¢ um valor de
ICsg de 6,7 nM. Os SNPs identificados localizam-se nos nucledtidos 2125, 2133, 2147, 2150, 2151,
2154, 2158 e 2166 e resultaram em seis mutagdes ndo-sindnimas ¢ em duas muta¢des sindnimas.

A amostra STP58 apresentou um valor de ICs ao artesunato trés vezes superior (12,5 nM)
ao respectivo valor de ICsy de artesunato encontrado no isolado STP13 (4,1nM). Este isolado
apresentou apenas um SNP no nucledtido 2193 que resultou numa mutagdo ndo-sinénima e uma
DEL de 27 pb.

Foram encontrados quatro isolados naturais (STP29, STP45, STP73) com valores de ICs de
0,2 nM. O isolado STP29 revelou um polimorfismo de tamanho, uma DEL de 27 pb.

Na amostra STP45 foi identificado no haplétipo uma DEL de 27 pb e uma INS de 12 pb.
Relativamente a amostra STP73 foi identificado um SNP localizado no nucledtido 1350 que ¢
classificado como mutag¢ao nao sindnima. Neste isolado foi também identificada uma DEL de 27 pb.

Nos isolados STP60 ¢ STP65 nao foram identificados nenhuns SNPs ¢ indels, apresentando o
mesmo haplétipo. A avaliagdo da susceptibilidade ao artesunato revelou valores de ICsy ao artesunato

de 0,2 nM e 2,3 nM respectivamente.
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IV.5- Comparaciao dos Haplétipos no gene pfubp-1 encontrados nas Regioes Endémicas

Pela analise comparativa verificou-se que o Ruanda é a regido que proporcionalmente
apresenta a maior variabilidade haplotipica (Tabela 9). O Brasil corresponde a regido com menor
variabilidade haplotipica.

Os haplotipos do Brasil sdo distintos das outras regides estudadas. Isto porque apresentaram
SNPs que, individualmente sdo diferentes dos encontrados nas outras regidoes. No entanto existe
uma excep¢ao no que respeita a frequéncia de um SNPs que ¢ comum a um isolado da RDST. O
referido SNP foi encontrado no nucleotido 2193.

Os haplotipos encontrados em isolados naturais de P. falciparum oriundos das regides do
Ruanda e da RDST sao diferentes. Contudo, alguns isolados dessas regides apresentaram SNPs
(RW10, RW30, RW57 ¢ STP13 e STP35) ¢ indels em comum. Estes isolados apresentaram seis
polimorfismos localizados nos nucleotidos 2147, 2150, 2151, 2154, 2158, 2166. Os valores de ICsg
da dihidroartemisinina dos isolados naturais do Ruanda variaram entre 0,3 € 0,5 nM e os valores de

ICs¢ dos isolados da RDST foram de 4,1 e 6,7 nM.

IV.6- Estudos dos perfis genotipicos do gene pfATPase6 em populacdes naturais de Repiblica

Democratica de Sao Tomé e Principe, Ruanda e do Estado do Para (Brasil).

Os resultados da sequenciacdo do gene PfATPase6 foram apenas utilizados para consulta
neste trabalho, tendo sido obtidos previamente no ambito de outros estudos (Ferreira et al., 2007;
Ferreira et al., 2008; Tinto et al., 2006). No presente trabalho, utilizaram-se esses dados no intuito
de efectuar uma analise comparativa com o gene pfubp-1, dado ambos encontrarem-se fisicamente
proximos no cromossoma 1 do P. falciparum.

Os resultados seguidamente apresentados resumem a informagdo de dados publicados
anteriormente a este trabalho, onde foram identificados oito polimorfismos nas areas endémicas

estudadas dos quais, seis sdo mutagdes nao-sinonimas ¢ duas mutagdes sinonimas.
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1V.6.1- Brasil

As amostras do Brasil apresentaram quatro SNPs (Tabela 11), os quais trés foram
exclusivos desta regido. Estes polimorfismos resultaram em trés mutagdes ndo-sinénimas e numa
mutagdo sinonima. Estes polimorfismos encontram-se organizados em trés haplotipos distintos.
Esta populagdo parasitaria apresentou valores de ICsg ao artesunato que variaram entre 0,5 a 4,9
nM.

Em quatro isolados naturais (BR67, BR38, BR11 e BR52) foram encontrados dois SNPs
localizados nos nucledtidos 110 e 1916, dos quais resultaram duas mutagdes ndo-sinéonimas. Estes
isolados apresentaram valores de ICs, ao artesunato de 4,8, 3,4, 2,1 ¢ 0,5 nM respectivamente.

Do total das amostras analisadas por sequencia¢dao, nove (BR50, BR58, BR05, BR07,
BR17, BR39, BR24, BR68 ¢ BR43) apresentaram uma unica mutagdo sinéonima resultante do
polimorfismo no nucledtido 2694. Estes isolados apresentaram valores de ICsy ao artesunato que
variaram entre 0,1 ¢ 4,9 nM. O isolado BR43 apresentou um polimorfismo adicional localizado no
nucleotido 1888. Este polimorfismo originou uma mutacdo ndo-sinénima e o valor de ICsy de

artesunato que apresentou foi de 0,4 nM.

Tabela 11- Haplétipos do gene pf4TPase6 encontrados no Brasil.

Brasil G110A G1888T G1916A T2694A
BRS50 G G G A
BRSS8 G G G A
BRO05 G G G A
BR39 G G G A
BRO07 G G G A
BR17 G G G A
BR24 G G G A
BR68 G G G A
BR67 G

BR11 A G A T
BR38 A G A T
BRS2 A G A T
BR43 G G
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1V.6.2- Ruanda

As amostras do Ruanda apresentaram cinco SNPs (Tabela 12), os quais quatro foram
exclusivos desta regido. Estes polimorfismos resultaram em trés mutagdes ndo-sinonimas e em

duas mutagdes sinonimas. Os polimorfismos referidos compdem cinco haploétipos distintos.

Tabela 12- Haplétipos no gene pf4TPase6 encontrados no Ruanda.

Ruanda A345G T1204G G1291A T1707A T2694A
RW10 A T G T T
RW32 A T G T T
RW106 A T G T T
RW30 A G T T
RW40 A T G T A
RW57 T G
RW66 A T A T A

1V.6.3- RDST

Nos isolados da RDST foi encontrado um tnico SNP no nucledtido 2694 (Tabela 13)
resultando numa mutagdo sinonima. Este polimorfismo foi encontrado em quatro dos oito isolados
estudados (ST13, STP73, STP29, STP45). Destes isolados, trés (STP73, STP29, STP45),
apresentaram um valor de ICso de 0,2 nM e o isolado STP13 possui um valor de ICso de 4,1 nM.

Os isolados STP35, STP58, STP60 e STP65 apresentaram o mesmo haplotipo com uma

variagdo na resposta de susceptibilidade ao artesunato (ATN) compreendida entre 0,2 a 12,5 nM.

Tabela 13- Haplétipos no gene pf4TPase6 encontrados na RDST.

RDST T2694A RDST T2694A
STP13 A STP35 T
STP73 A STP58 T
STP29 A STP60 T
STP45 A STP65 T
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IV.7- Comparacio dos Haplotipos encontrados nas trés Regioes Endémicas

A RDST ¢ a regido em estudo que apresenta menor variabilidade haplotipica para o gene
pfATPase6. A tnica mutacdo que apresenta ¢ comum nos isolados estudados provenientes do

Ruanda e do Brasil. As regides endémicas estudadas ndo apresentaram indels (insercao/deleccao).

IV.8- Agrupamento Haplotipico (Haplogrupo) dos genes pfubp-1 e pfATPase6

No intuito de investigar a influéncia dos polimorfismos genéticos na resposta de
susceptibilidade aos derivados de artemisinina (artesunato ¢ dihidroartemisinina) foi realizado um
estudo comparativo da frequéncia de haplotipos nos genes pfubp-1 e pfATPase6. O agrupamento
dos haplétipos destes dois genes permite verificar se existe variabilidade alélica entre as regides

estudadas e consequentemente inferir na dispersdo do fenotipo de resisténcia.

1V.8.1- Brasil

Observaram-se oito agrupamentos de haplotipos entre os genes pfubp-1 e pfATPase6 dos
quais cinco apresentavam o mesmo polimorfismo no gene pf4TPase6 (Tabela 14). Estas amostras
apresentaram valores de ICsg ao artesunato (ATN) que variaram entre 0,1 nM a 4,9 nM.

O haploétipo presente nas amostras BR67 e BR38 tem um valor de 1Csy ao artesunato de 4,8 e 3.4

nM.
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IV.9- Estudo comparativo de haplétipos entre alelos do gene pfubpl e pfATPase6 nas

amostras.

Os agrupamentos de haplotipos sdo distintos nas regides estudadas, embora possam
apresentar individualmente alguns alelos nos genes que sdo conuns entre os isolados. O Brasil
apresenta alelos mutantes exclusivos, com excep¢ao para dois alelos que sdo também encontrados
nas outras regioes estudadas. Trata-se do polimorfismo no nucledtido 2193 no gene da ubiquitina
que foi encontrado também num isolado da RDST e um polimorfismo no nucleétido 2694 do gene

pfATPase6 que ¢ encontrado em isolados das duas regides Africanas.
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V- DISCUSSAO

O P.falciparum ja desenvolveu resisténcia a maioria dos antimalaricos com excepgdo da
artemisinina e derivados. Actualmente, ¢ essencial prevenir a selec¢cdo de resisténcia a artemisinina
e derivados. No intuito de prevenir o surgimento de resisténcia aos derivados de artemisinina ¢é
necessario compreender como surge este fendtipo e como este se pode dispersar. Para isso €
fundamental entender estrutura genética da populagdo parasitaria de P.falciparum em genes
potencialmente potenciais moduladores da resposta aos farmacos (Certain & Sibley, 2007). O gene
pfATPase6 foi recentemente proposto como principal alvo terapéutico dos derivados de
artemisinina (Eckstein-Ludwig et al., 2003). Recentemente foi identificada uma mutagcdo S769N
no gene pfATPase6 em seis de sete isolados da Guiana Francesa com reduzida suscetibilidade in
vitro ao artemeter (Jambou et al., 2005). Foi sugerido consequentemente que esta mutagdo ou
outras mutacdes neste gene poderdo estar envolvida na resisténcia da artemisinina e derivados.
Investigagdes realizadas em estirpes de Plasmodium chabaudi chabaudi com resisténcia a
artemisinina geneticamente estavel sugeriu o gene pfubp-I como potencial modulador da
susceptibilidade aos derivados de artemisinina (Afonso et al., 2006).

O Plasmodium falciparum ¢ um organismo haploide durante a maior parte do seu ciclo de
vida. No presente estudo foram utilizadas amostras de parasitas que se encontram na fase do ciclo
eritrocitario, portanto haploide. Desta forma, o estudo da estrutura genética da populagao
parasitaria incidiu na identifica¢@o e caracterizacdo de novo de mutacdes e analise de haplotipos
nos dois genes supracitados nas varias regides geograficas estudadas. Neste ambito, foram
encontradas variagdes geograficas genotipos de parasitas e esses dados poderdo fornecer
informacgodes atempadas relativamente ao futuro sucesso das estratégias de controlo da malaria.

Tendo em conta os dados acima mencionados, a pesquisa de polimorfismos nos genes
pfubp-1 ¢ pfATPase6 por sequenciacdo foi realizada num conjunto de amostras com diferentes

susceptibilidades aos derivados de artemisinina provenientes das trés regides endémicas.
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V.1- Perfil Genotipico e Suscetibilidade Farmacolégica

Os dados do estudo prévio de avaliagdo da susceptibilidade a derivados da artemisinina em
isolados naturais de P.falciparum e os dados dos perfis genotipicos (SNPs e indels) realizado no
presente estudo, sugere ndo existir qualquer correlacdo entre estas variaveis. Esta suposicdo €
suportada pela observacdo de que de determinadas amostras que possuiam um elevado nimero de
mutacdes ndo foram necessariamente aquelas em que se observou uma diminuicdo da
susceptibilidade in vitro aos antimalaricos aplicados. A titulo exemplificativo, a amostra STP58
apresentou apenas um SNP e um indel no gene pfubp-1 e, no entanto apresenta um valor de ICsg ao
artesunato aproximadamente trés vezes superior ao encontrado em isolados tais como o STP13 e o
BR38, amostras estas que apresentaram um numero significativamente maior de mutagdes.
Adicionalmente verificou-se que existem isolados que revelaram varios polimorfismos e
apresentaram respostas de susceptibilidade reduzida (BR11, BR67, RW57) ou elevada (BR52,
RW10, RW30) sugerindo que o grau de polimorfismo neste gene parece ser independente do nivel

de susceptibilidade in vitro aos derivados da artemisinina.

V.2- Mutacoes Sinonimas vs Muta¢oes Nao-Sinonimas

No conjunto dos isolados naturais de P.falciparum oriundos das regides estudadas foram
detectados trinta e um polimorfismos (SNPs) de entre os quais sete representaram mutagdes
sindnimas e vinte e quatro mutagdes ndo-sinénimas. Deste modo, dependendo da natureza da e do
local do genoma (reguladora, codificante e ndo-codificante) em que ocorrem as referidas
mutagdes, as mesmas poderdo ter ou ndo consequéncias na funcionalidade da proteina que ¢é
codificada pelo gene pfubp-1. As mutagdes podem ocorrer em sequéncias do DNA que ndo sao
regides codificantes nem regioes reguladoras e por isso ndo apresentam expressao fenotipica. A
estrutura da proteina codificada pelo gene pfubp-1 ¢ composta por uma sequéncia de aminoacidos
onde se localiza o dominio funcional de catalise (dominio carboxilo) e um dominio de baixa
complexidade (Figura 15).

61



D RMNHANRVS

701 - 737
774 - 1093 C
1106
— _ — _
v "
Dominio de baixa complexidade Dominio carboxilo

Regido repetitiva

Figura 15- Esquema representativo dos dominios estruturais da proteina codificada pelo gene pfubp-1

(gentilmente cedido pelo Prof. Pedro Cravo; IHMT) .

Os resultados obtidos nas regidoes endémicas estudadas, mostram que vinte e duas mutagoes
ndo-sindnimas encontradas, se localizam em aminoacidos que se situam fora do dominio carboxilo
da proteina, sugerindo que estas mutagdes nao terdo impacto na funcionalidade da proteina e
consequentemente nao afectam a viabilidade dos parasitas portadores destas mutagdes no gene
pfubp-1. No entanto foi encontrada uma mutagdo ndo-sinénima, G2554A, em amostras
provenientes do Ruanda, que codifica a alteracdo aminoacidica M8511. Tal como a figura acima
representada verifica-se que o residuo 851 se localiza no dominio catalitico da proteina sendo por

isso plausivel que esta mutagdo possa alterar a funcionalidade da proteina.

V.3- Haplétipos do gene pfubp-1

No Brasil foram encontrados oito haplétipos distintos (Tabela 7) de um total de treze
amostras enquanto que nas regides Africanas foram encontrados sete haplotipos em sete isolados
estudados oriundos do Ruanda (Tabela 8) ¢ na RDST, em oito isolados naturais foram
identificados sete haplotipos (Tabela 9). Apesar do niumero de isolados estudados em cada regiao

ndo ser equitativo, estes dados sugerem que existe maior variabilidade haplotitpica nas regides
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Africanas, considerando o Ruanda a regido com a maior variabilidade de haplotipos para o gene
pfubp-1. O Brasil foi a unica regido onde se verificou a repeticdo de um mesmo haplétipo.

Os haploétipos do Brasil sao distintos das outras regides estudadas, visto que apresentaram
alelos mutantes que sdo distintos dos encontrados nas outras regides estudadas com excepcao do
polimorfismo localizado no nucledtido 2193 do gene pfubp-1.

Os haplotipos encontrados em isolados naturais de P. falciparum das regides do Ruanda e
da RDST sdo distintos. Contudo, alguns isolados nessas regides apresentaram mutacdes e indels
em comum. Trata-se neste caso das amostras RW10, RW30, RW57 ¢ STP13 e STP35 (Tabelas 8 ¢
9). De acordo com os resulados obtidos neste estudo verifica-se que a regido do Brasil apresenta
menor variabilidade alélica confirmando estudos anteriores incidindo noutros genes, onde havia
observado uma diversidade genética mais reduzida (Mu et al., 2005; Conway et al., 2007,
Volkman et al., 2007; ). As diferengas encontradas nas estruturas dos haplétipos encontrados no
Brasil e nas regides Africanas poderdo ser explicadas, entre outras razdes, pelo isolamento
geografico, nivel de endemicidade mais baixa e menor taxa de recombinagdo genética que ocorre
entre clones de parasitas (Mu et al., 2005). Deste modo, em regides de elevada transmissdo
(regides Africanas) ¢ frequente encontrar individuos infectados com parasitas portadores de
multiplos gendtipos o que promove a recombinacdo génica entre diferentes genotipos de parasitas

(Conway, 2007; Ekland & Fidock, 2007).

V.4- Agrupamento Haplotipico entre os Genes pfubp-1 e pfATPase6

Os polimorfismos genéticos nao sdo segregados aleatoriamente. Em vez disso, eles tendem
a formar clusters denominados de hapldtipos resultantes de recombinacdo genética (Ekland &
Fidock, 2007). A taxa de recombinag¢ao numa dada populacido podera afectar a taxa de incidéncia
de resisténcia farmacoldgica quando mais do um gene esta envolvido no fenétipo (Curtis et al.,

1995).
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No Brasil verificou-se que a variedade de agrupamento de haplétipos entre os genes pfubp-1
e pfATPase6 é a mais baixa comparativamente as regidoes do Ruanda e RDST. Assumindo que estes
genes sdo potenciais moduladores de susceptibilidade a artemisinina e derivados (Jambou et al.,
2005; Afonso et al., 2006), verifica-se que na regido do Brasil a dispersdo alélica serd mais restrita,
mas o fenotipo de resisténcia ird surgir primeiro em regides hipoendémicas como esta (White &
Pongtavornpinyo, 2003; W.H.O., 2006¢). Assim sendo as populagdes naturais de P.falciparum que se
encontram na fase haploide podem apresentar alelos selvagens e/ou alelos mutantes (Figura 16) seleccionados
por pressdo farmacoldgica. O surgimento da resisténcia tem inicio quando elementos da populacdo
parasitaria exposta as concentragdes do farmaco apresentam mutagdes espontaneas que lhes
proporcionam uma vantagem selectiva e, que em condi¢des normais inibiriam a proliferagdo da
fraccdo sensivel da populacdo parasitaria (Peters, 1990). Os alelos mutantes resultam da selec¢do natural,

pois conferem maior capacidade de sobrevivéncia sendo preferencialmente transmitidos ao mosquito fémea

(White & Pongtavornpinyo, 2003).

A G
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Mutantes * I '
Pfubp-1 pfATPase6

Figura 16- Esquema representativo do Desenvolvimento Hapléide de P.falciparum no cromossoma 1

dos genes pfubp-1 e pfATPase6.

Numa regido de baixa transmissdo de Malaria como a regido do Brasil a taxa de
recombinacdo nas populacdes naturais ¢ mais baixa e por isso 0 cruzamento entre gametas com
idéntico genotipo (auto-fecundacdo) predomina e reduz a possibilidade de aleatorizar os genomas
ou quebrar associagdes haplotipicas (Hayton & Su, 2008). Desta forma, o que se verifica € que ao
longo das varias geragdes de parasitas que completam o seu ciclo, a variabilidade de haplétipos

entre os dois genes ¢ cada vez menor, porque para além de se tratar de uma regido com uma taxa
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de recombinagdo baixa (menor variabilidade genética), estes genes encontram-se fisicamente
muito proximos e na fase diploide os alelos sd@o herdados em bloco aquando do crossing-over
(Figura 17). O esquema seguidamente representado apresenta as possibilidades alélicas de dois
genes fisicamente proximos. Os alelos herdados correspondem a alelos mutantes que predominam

e os alelos selvagens vao sendo eliminados por selec¢ao natural.
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Figura 17- Esquema representativo do desenvolvimento dipldide de P.falciparum no cromossoma 1

dos genes pfubp-1 e pfATPase6.

Nos isolados naturais de P.falciparum oriundos do Ruanda e da RDST como a taxa de
reombinagdo ¢ elevada, existe uma maior variabilidade alélica dentro da populagdo parasitaria que
se mantém ao longo das geracdes. O linkage disequilibrium tem sido inversamente associado a
intensidade de transmissdo de P.falciparum devido existir um sistema misto de fecundacao
(fecundacdo entre gametas provenientes de iguais ou diferentes genotipos) (Conway et al., 2004).
O linkage disequilibrium consiste na associacdo ndo aleatdria de alelos, que pode ser afectada por
diversos factores tais como: a distancia fisica entre loci e marcadores genéticos, taxa de
recombinacdo, idade das mutagdes, estrutura populacional entre outros (Hayton & Su, 2008). Com
a implementagdo da toma desta classe de antimalaricos € possivel prever que o surgimento de um

fendtipo de resisténcia aconteca primeiro em reigdes de baixa transmissao como a regiao do Brasil.
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No entanto seria importante ter realizado este estudo com uma maior amostragem de forma
a dar mais robustez aos resultados e conclusdes deste estudo, uma vez que estivemos a comparar
treze isolados naturais provenientes do Brasil com sete e oito isolados provenientes do Ruanda e
Republica Democratica de Sdo Tomé e Principe.

Estudos recentes realizados em Africa (Malawi) observaram que doze anos apos a
substitui¢do da cloroquina por outro fAirmaco foram encontradas estirpes sensiveis a cloroquina
(Laufer et al., 2006). No entanto a resisténcia a cloroquina manteve-se com maior frequéncia em
regides da América do Sul e da Asia (Nguyen et al., 2003; Wang et al., 2005; Vieira et al., 2004).
O surgimento de parasitas sensiveis em Africa podera ser justificado pelo fitness do parasita mas
também pela elevada taxa de recombinagdo genética que ocorre neste continente promovendo uma
maior variabilidade genética do que a encontrada em paises com niveis de endemicidade mais
baixos. Estas observacdes sugerem que em regioes onde a taxa de recombinagdo é mais elevada
como nas regides Africanas a eliminacdo da pressdo selectiva do farmaco ird promover o
surgimento de estirpes sensiveis ao antimalarico anteriormente implementado. Como a recolha dos
isolados naturais de P.falciparum nestas regides foi realizada antes da implementacdo da
artemisinina e derivados, seria interessante elaborar o mesmo tipo de estudo apds a implementagdo
desta classe de antimalaricos nas regioes referidas.

Este estudo teve como estratégia a identificagdo de haploticos que permitam inferir sobre a
historia evolutiva do gene modulador de resisténcia a artemisinina e seus derivados.

Este trabalho ¢ pioneiro porque permitiu dar a conhecer dados importantes sobre a estrutura
genética de P.falciparum em dois genes candidatos a resisténcia aos derivados da artemisinina
antes da implementacdo desta classe de antimalaricos nas regides geograficas estudadas. A
determinagdo dos moduladores ao desenvolvimento de resisténcia permite avaliar as
consequéncias ao uso desta classe de antimalaricos, evitando prejuizos socio-economicos devido a

uma errada politica terapéutica.

66



VI -CONCLUSOES

No ambito da problematica deste trabalho foi possivel identificar polimorfismos que possam
estar correlacionados com a avaliacdo a susceptibilidade aos antimaléricos. O estudo envolveu
isolados naturais de P.falciparum provenientes de trés regides a fim de estudar o perfil genotipico do
gene pfubp-1 e compara-lo com o perfil genotipico do gene pf4TPase6.

Os resultados deste trabalho deram a conhecer a estrutura populacional em termos do perfil de
dois potenciais moduladores genéticos de susceptibilidade a artemisinina e derivados antes da
utilizacdo destes farmacos em larga escala. Deste modo, o presente estudo traduz-se como uma
ferramenta que servird de base a actividades de vigilancia molecular continuadas, no intuito de

preservar a eficacia prolongada desta importante classe de antimalaricos.
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Solucio Tampao utilizada na corrida dos geis de electroforese:

VIII- ANEXOS

ANEXO 1:

Tampao TAE 1X: Tris HCL 10 Mm (pH 8.0), EDTA 0.1 mM (pH 8.0).

Aminoacidos e seus Simbolos

Simbolos Aminodacido Simbolos Aminoacido
A Ala Alanina M Met Metionina
C Cys Cisteina N Asn Asparagina
D Asp Acido aspartico P Pro Prolina

E Glu Acido glutamico Q GIn Glutamina
F Phe Fenilalanina R Arg Arginina
G Gly Glicina S Ser Serina

H His Histidina T Thr Treonina

I Ile Isoleucina A% Val Valina

K Lys Lisina W Try Triptofano
L Leu Leucina Y Tyr Tirosina
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