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SUMARIO

A resisténcia dd’lasmodium falciparuna maioria dos antimalaricos em uso € um dos
maiores obstaculos ao controlo eficaz da doencaegtxonalmente, a resisténdia
vivo a artemisinina e seus derivados nao foi aindactieta. Contudo, € amplamente
aceite que existe um risco real de aparecimentaedesténcia a esta classe de
antimalaricos. Deste modo, este trabalho teve céimaidade investigar diversos
aspectos do fenotipo e gendtipo do perfil de faoyacsceptibilidade a artemisinina e
seus derivados no parasitlasmodium falciparuprecorrendo a populacdes naturais de
parasitas e a um modelo de laboratério. Neste xtmtdoi efectuado um estudo
multicéntrico, onde se avaliou a susceptibilidedetro a derivados da artemisinina em
populacdes naturais d@. falciparum provenientes do Ruanda, da Republica
Democréatica de Sdo Tomé e Principe (RDSTP) e dsilBzase investigou o perfil
genotipico de determinados genes candidatos nasiaseamostras. No laboratério,
utilizou-se o clond®. falciparumDd2 para seleccionar clones resistentes a art@masi

in vitro. Em todos os parasitas efectuaram-se estudossdeiasio entre 0s niveis de
susceptibilidade a artemisinina e derivados e nmdet@u alteragcdo no numero de
copias de genes previamente apontados como patenmduladores da resposta a esta
classe de antimaléaricos tais como os gegried, pfmdrl, pfATPaseftctp e pfubp-1,
bem como genes que codificam proteinas envolvidasmecanismos de defesa ao
stressoxidativo, propostos no ambito deste trabalpfeodl, pfgst, pfcs, pfgr, pfgpx,
pftrx1, pftrx2 e pfprx

Os resultados obtidos para as populacdes natueal®. dalciparum Africanas e do
Brasil em termos de susceptibilidad®e vitro as artemisininas, parecem estar em
conformidade com o descrito em outras areas endéroitde se observa que apesar de
existir uma variagdo significativa na sua suscdptdrle, ndo existe evidéncia de
resisténcia. No entanto, verificou-se existir urnaralacdo positiva entre as respostas
aos derivados da artemisinina e a amodiaquinanaldiico de diferente classe, o que
indicia a existéncia de um fendtipo de tolerancizzada entre compostos de classes
diferentes.

Apesar de nao ter sido detectada uma associag@tssamente significativa entre a

resposta dos isolados as artemisininas e o0s gar@saalos, esta componente do



trabalho permitiu que se avaliasse a estruturalpojomal do parasitR. falciparumem
termos de fendtipo bem como do perfil de genes tagos como moduladores das
respostas a estes farmacos antes da aplicacdogarekcala dos mesmos. Estes dados
constituem assim uma ferramenta singular de farmamgidncia, dado poderem ser
utilizados em futuros ensaios como termo de congdarague permite avaliar a

evolucdo das populagfes parasitarias em termotgens e genotipicos.

A seleccaoin vitro de clones resistentes a artemisinina partindo rdgepitores
sensiveis,P. falciparum Dd2, permitiu obter uma populacdo de parasitas com
susceptibilidade 100 vezes reduzida em relagacagmogenitor, a qual se designou
Dd2-ARTmut. No entanto, a resisténcia obtida dermons ser instavel, tendo
desaparecido na auséncia de pressdo de farmaan dedgem a uma estirpe que se
passou a denominar Dd2-ARTMuUtREV. A comparacaceegrclones Dd2-ARTmut e

0 progenitor sensivel Dd2 em relacdo a potenciagheg moduladores da
susceptibilidade as artemisininas, revelou ter rimramplificacdo do genpfmdr],
bem como um aumento da sua expressao. Curiosamanglificacdo do gergmdrl

foi mantida apds a reversdo da resisténcia, ngpesdd2-ARTmutREV, levantando
novas questdes sobre o efeito causal desta arapéificna modulacdo das respostas a

artemisinina e seus derivados.



ABSTRACT

Resistance oPlasmodium falciparunto most antimalarials in use is one of the major
obstacles to gaining effective control of the dssedExceptionallyin vivo resistance to
artemisinin and its derivatives has not been deteets yet. However, it is widely
accepted that there is a real risk that resistenoerges also to this class of drugs. To
this purpose, the objective of this work was toestigate several aspects of the
phenotype and genotype of responses to artemiamdnits derivatives ifPlasmodium
falciparum making use of natural parasite populations arehaf vitro culture system.

In this context, a multicentric study was conductetiere than vitro susceptibility to
artemisinin derivatives in natural populationdoffalciparumwas inspected in samples
from Rwanda, the Democratic Republic of Sao ToneRwincipe (RDSTP) and Brazil,
and the genotypic profile of certain candidate gemas also assessed in the same
samples. In the laboratory, the falciparumclone Dd2 was used to selaat vitro
resistance to artemisinin. In all parasites, theoeiation between the levels of
susceptibility to artemisinins and mutations orraes in the number of copies of genes
identified as potential modulators of the respottsehis class of antimalarials was
investigated. The panel of genes included thoseiqusly reported by others, such as
pfcrt, pfmdrl, pfATPase6, pftcgnd pfubp-1 as well as genes that encode proteins
involved in the mechanism of oxidative stress dedemproposed within the context of

this workpfsodl, pfgst, pfcs, pfgr, pfgpx, pftrxIpftrx2 andpfprx

The results obtained for the natural populationB.dfalciparumfrom Africa and Brazil

in terms ofin vitro susceptibility to artemisinins, appear to be witttie trends of other
endemic areas and are consistent with the notiam, thlthough natural parasite
populations oP. falciparumvary significantly with respect to their suscepitiyp to this
class of drugs, there is no evidence of resistadogever, a positive correlation was
found between the responses to artemisinins anddiaouine, a different class of
antimalarial, which indicates the existence of asstresistance phenotype between

different classes of compounds.

Although a statistically significant associatiortveeen the response to the artemisinins
and the genes analyzed was not detected, this cenpof the work allowed to gain

insights into the population structure Bf falciparumparasite in terms of phenotype

\Y,



and genetic profile of potential modulators of tkeponses to these drugs before their
large scale deployment. These data are therefarsicue tool for drug-surveillance
since they can be used in future trials as a beadhthat can help evaluate evolution in
terms genotypic and phenotypic of parasitic poboret

The in vitro selection of artemisinin-resistant parasites fransgive progenitorsP.
falciparum Dd2, gave rise to a parasite strain with 100-fiedduced susceptibility in
relation to its progenitor, which was named Dd2-ARIE. However, resistance proved
to be unstable, disappearing in the absence of pregsure, resulting in a strain that
was renamed Dd2-ARTmutREV. Comparison between DBRI+Aut and sensitive
progenitor Dd2 in relation to putative modulatofsosceptibility to artemisinin proved
that amplification of the gengfmdrl has occurred, as well as an increase in its
expression. Interestingly, this amplification ok tpfmdrl gene was maintained after
resistance reversion in the strain Dd2-ARTmutREAISIng new questions about the

causal effect of this amplification in the modubatiof responses to the artemisinins.

Vi
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[.1 —MALARIA —DADOS GERAIS DE BIOLOGIA E EPIDEMIOLOGIA

A malaria ou paludismo é uma doenca parasitariaacku por protozoarios do género
Plasmodiumfransmitida por mosquitos do génénoophelesEstes parasitas pertencem
ao Reino Protista, Filo Apicomplexa, Classe SpoeazoOrdem Hemosporidiida,
Familia Plasmodiidae e GéneRdasmodium Existem quatro espécies que infectam
humanos:Plasmodium vivgxPlasmodium ovalePlasmodium malariae Plasmodium

falciparum sendo a ultima a mais patogénica.

Os primeiros sintomas de malaria ocorrem geralmentee 9 e 14 dias depois de um
mosquito inocular o parasita no hospedeiro. A neléaracteriza-se inicialmente por
sintomas inespecificos, tais como dores de calfadaya, febre, anorexia e nauseas,
confundindo-se frequentemente com a sintomatoldgigripe (W. H. O., 2006c). A
condicdosine qua nonpara o diagnostico de malaria € a ocorréncia depias e
tremores, seguidos de febre, os quais duram en&re8 2lias (W. H. O., 2006c). Os
sintomas subsequentes e os padrbes que a doeesardprvariam para cada tipo de
paludismo, consistindo em febre superior a 40°@l@a intensa, vertigens, delirio e
confusdo (W. H. O., 2006c). No paludismo prfalciparumpode verificar-se uma
alteracéao da funcéo cerebral, complicacdo denominedaria cerebral e pode tambéem
ocorrer morte por anemia ou insuficiéncia renalmaAlaria é curavel em apenas 48
horas, mas pode evoluir rapidamente, podendo tdrda o diagndstico e tratamento
nao forem atempados (W. H. O., 2006c). A maléariasada por outras espécies de
Plasmodiumresulta em debilitacdo crénica e, mais raramente rorte (W. H. O,
2006¢).

A maléria continua a ser uma das maiores ameaces @asaude publica e
desenvolvimento econdmico das regides tropicais ubtrgpicais do mundo.
Aproximadamente 40% da populacdo mundial vive emasaronde a doenca €
transmitida afectando 350 a 500 milh6es de pesseasisando a morte de mais de um
milh&o de pessoas anualmente. O risco de mal&aige gu fatal € maior em criancas
abaixo dos 5 anos, mulheres gravidas e pessoamnées que viajam para areas onde
existe transmissao (W. H. O., 2005b). A taxa detatidade atribuida a malaria esta a
aumentar, especialmente na Africa sub-Saharianxéste eevidéncia que o parasita esta
a reemergir em areas onde a malaria ja foi comtaobau erradicada (W. H. O., 2005b).
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A maléria encontra-se distribuida nas areas onde(sem as condi¢des ideais para a
existéncia do mosquito vector e consequente trassimida doenca, ou seja nas regides
tropicais e subtropicais, nomeadamente Africa safttaBana, América Central e do Sul,
Sudeste Asiatico e Oceania (Figura 1). A distridaidas espécies que causam malaria é
diferente: a espécie mapmtogénica, d®. falciparum é predominante na Africaub-
Sahariana@ em algumas areas 8odeste Asiatice OceaniaA segunda espécie mais
comum, oP. vivax,raramente fatal, é frequente na Asia, em zonasrdériéa e no

Norte de Africa.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, 107 pais&sitorios possuem areas de
risco de transmissdo de malaria, sendo que 32(Hesiide pessoas vivem em areas
onde existe risco de transmissao. Aproximadamedfe &os casos de malaria ocorrem
em Africa, 38% na Asia e 3% na América (W. H. @0Q3b). Em face do fenémeno do
aquecimento global e o aumento das migracdes henamaalaria é hoje considerada
uma doenca com possibilidade de reemergir em desasde ja foi erradicada ou onde
é controlada (I.P.C.C., 2007; MacPherstal, 2007).

Figura 1 — Mapa da distribuicdo geografica da malaria(adaptado dav. H. O.,
2005bf? - Areas sem malarf® - Areas onderecmansmissio de malald; - Areas

com risco limitado de transmissdo de malaria.
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[.2 —Plasmodium spp

|.2.1—Ciclo de vida

O ciclo de vida ddPlasmodiumspp (Figura 2) € constituido por uma fase sexuada
exdgena (esporogodnica), durante a qual ocorre diphiedcdo dos parasitas nos
mosquitos do génerdnopheleghospedeiro definitivo) e uma fase assexuada emaog
(esquizogonica), onde ocorre a multiplicacdo no Blumn(hospedeiro intermediario);
esta fase ocorre em células parenquimatosas didofiggquizogonia hepatica) ou nos

eritrocitos (esquizogonia eritrocitaria).

A infeccao inicia-se durante a refeicdo sanguireendsquito fémea infectado quando
este inocula, juntamente com a saliva, esporozaitoorrente sanguine®. Os
esporozoitos invadem os hepatoc®hsonde crescem e se multiplicam, diferenciando-
se em esquizontes hepétids A esta fase chama-se esquizogonia hepllica sua
duragdo depende da espéciePtismodiumNo ciclo de vida dé. vivaxe doP. ovale

0S esporozoitos podem originar hipnozoitos, que@eecem no hepatdcito num estado
dormente, durante o qual ndo se dividem, desernvdbsse meses ou anos mais tarde,
denominando-se a estes casos tardios de sintomiatol@lapsos. No ciclo d@.
falciparum e do P. malariag inicia-se de imediato a maturacdo dos esquizontes
hepaticos da qual resultam os merozoitos hepatigessao libertados para a corrente
sanguinea por lise dos hepatdci@scom consequente invaséo dos eritrocitos. Apds
esta invasac:, inicia-se a esquizogonia eritrocital=l, na qual os merozoitos se
diferenciam em trofozoitos e estes por divisbegssicas ddo origem aos esquizontes
eritrocitarios. Apos lise do eritrécito parasitaddo libertados novos merozoitos na
corrente sanguinel¥, com invaséao ciclica de novos eritrocitos e simttmogia febril
associada a referida lise celular. Alguns merogpiagpos invasdo dos eritrécitos, ndo
evoluem para esquizontes, mas diferenciam-se mam$osexuadas do parasiia os
gametdécitos feminino e masculino. Estes, em fasmateracdo, se e quando ingeridos
pela fémea do mosquito durante a refeicdo sangi@eaesenvolvem-se no seu
estbmago, dando origem, a macrogametas e microgénfdt a 8 microgametas
flagelados) que apos fertilizacdo d&o inicio adocasporogonicd®. O zigoto formado

© evolui para oocinetd® moével, que invade o espaco entre as células iastela
parede do estdmago do mosquito, fixando-se e argim o oocistc®. Aqui, por
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mitoses sucessivas, resultam inimeros parasitagdudis e alongados denominados
esporozoitof®, que apés um periodo de maturacéo e por ruptusdsto, invadem a
cavidade corporal do mosquito e migram para as gldaslulas salivares, acumulando-
se nos ductos salivares e tornando-se infecta@temdo o mosquito infectado faz nova
refeicdo sanguine@®, os esporozoitos sdo inoculados e comega umainf@agdo no
hospedeiro vertebrado.

Flze0
Hepatica f-—-‘ Hepaticito
: 22500 infectads

MOSQUITD g do s w8
NS & oocista 1] . [ 4|
ALY Inoculagde dos i . .
00 m/' et : Espornzaitos Liclo esqizagdnice hepdtco
ol o = [
Libetzrdn dos | : 0\Hupd:.lra do esquizante T
Esporozotos | . ) » ©
| = NS ,-‘:E:':";:-_- " Esquizomte
‘:" .I:'.‘ .*.: :l'. .1‘.‘; H
@ 1\ L
Liclo espordgonico l s © SUNGLE -Tr::-:uﬂa:u
o imatura
\H_ = . [anel]
[
|ngesla-:- dos ;:5' #
hameticitos

i % B
/ A J . [icla esqizaginica entrocitine Trofazofo
o

s madura
e R P falciparum a:-:;JE &

| \9( 3 HU""””‘&" "’“ &

| I e

Microgameticrta B T ®) esquizonte ‘,l' #  Esquizonte =
g @‘ e 0
% '--"\:- "}_"ﬁ' Eameiﬁci‘b:ui

F. vivax .j'
P. pvale Emne‘b:u:rl:oﬁ

P malariae

Figura 2 - Ciclo de vida do Plasmodium spp (adaptado de
http://www.dpd.cdc.gov/dpdx).

|.2.2 —Genéticado Plasmodium

Durante o ciclo eritrocitario, hepatico, esporoglnie microgametogénese onde
ocorrem divisdes mitdticas,Rlasmodiuné um organismo hapléide, sendo o oocineto a

Unica fase do seu ciclo de vida em que € dipldiedenet al, 1985).
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O material genético dBlasmodiunencontra-se organizado drés genomas (Wilsoet

al., 1991): 1) genoma mitocondrial, com 6kb, contésgenes que codificam as
proteinas de enzimas responsaveis pelo transperteledtroes; 2) genoma circular
plasmidico, com 35kb, contém os genes que codifigantipalmente rRNA, tRNA e
proteinas ribossomais; e 3) genoma nuclear, qu@a@dana maioria dos genes, alguns
deles envolvidos na resisténcia a antimalaricoge@ma nuclear hapléide é composto
por 22,8 Mb, sendo a composicdo em A+T de aproxamahte 80,6%. O genoma
compreende cerca de 5300 genes distribuidos parrdiossomas (Gardnet al.,
2002). Os cromossomas dos parasitas da malarialig@éiidos em duas zonas: um
dominio central que contém as regides codificacbeservadas e as extremidades que
sao regides polimorficas (Lanzet al, 1994). Cada extremidade consiste em regides
teloméricas e subteloméricas, sendo nestas Ultigqwes se encontram 0S genes
envolvidos nas variagcdes antigénicas e onde ocoaemaioria das variacdes de
tamanho (Gardnest al, 2002).

Os polimorfismos de tamanho nos cromossomas quelssevados entre populacdes
parasitarias da mesma espécie, podem ser devidasamianjos dos cromossomas
(Frontaliet al, 1991), recombinacéo génica durante a meios@i€SthWellems, 1988;
Corcoranet al, 1988), amplificacdo génica (Foate al., 1989; Triglia et al, 1991) e
deleccdes ou insercdes de sequéncias de DNA tetmmeesubtelomérico (Corcorant
al., 1986; Pologe & Ravetch, 1988).

A recombinacdo genética ocorre a taxas bastantadzle em populacdes naturaisRde
falciparum (Conwayet al, 1999). Em concordancia, a mesma tendéncia fificzsla
em duas experiéncias laboratoriais independeintegtro onde se efectuaram dois
cruzamentos genéticos entre clonesRddalciparum bem caracterizados. Num dos
casos, utilizaram-se os clones HB3 e 3D7 (Walldéteal, 1987) e no outro os clones
HB3 e Dd2 (Wellemet al, 1990). Da recombinacdo genética resultam nognétgpos
gerando diversidade, que pode levar a uma maioaccdgde de sobrevivéncia e
adaptacdo a alteragbes do ambiente circundante,cteno pressdo de farmaco e

resposta imune.
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O genoma do clone d@. falciparum3D7 foi totalmente sequenciado em 2002, o que
permitiu alargar os conhecimentos nesta area endalser estudos de protedmica, a
partir dos quais foram identificadas cerca de 2pf@ifieinas (Florengt al, 2002).

A publicacdo da sequéncia completa do genomi.dalciparume de outros parasitas
da malaria proporcionou novas oportunidades em o®rrde estratégias para
identificacdo de mecanismos de resisténcia aomaldtiicos. Na era “pré-genoma” 0s
estudos de resisténcia eram focados principalmamteonceito de “gene isolado”. A
era “pos-gendmica”’ veio facilitar a investigacao eralaria através do recurso a novas
e poderosas ferramentas que proporcionam aos iga@stes a possibilidade de
executarem estudos gendmicos comparativos em éaggda (Cravet al, 2006). Um
exemplo duma técnica que foi desenvolvida na eda-fendmica” sdo awicroarrays

de DNA e/ou RNA, que podem ser utilizados, por exempara avaliar alteracdes na
expressdo de genes entre parasitas farmaco-sensivi&irmaco-resistentes, ou em
parasitas sob pressdo de droga, o que permiteualmieinte uma elucidagéo do alvo

terapéutico da droga e consequentemente do seudeaao (Bozdedt al.,2003).

Dum modo semelhante, a proteGmica de maléria sofrewlesenvolvimento bastante
significativo apos a descodificagdo do genoma. dtg@rmica combina a alta resolucdo
de proteinas ou separacdo de peptideos com espetiieode massa e bioinformatica
para rapidamente identificar, por exemplo, um elevaimero de proteinas parasitarias
diferencialmente reguladas, expressas sob press@looda. A protedmica pode ainda
ser uma ferramenta complementar para validar estuo transcricdo e estudos

genomicos (Cooper & Carucci, 2004).

|.2.3 — Mecanismos de defesa antioxidante na fas@mcitaria

O Plasmodiumencontra-se sob constarggessoxidativo dentro dos eritrocitos. Este
stressé maioritariamente causado pela producdo enddédeneompostos téxicos e
espécies reactivas de oxigéenio (ROS), como anig@psréxido (&), peroxido de
hidrogénio (HO,) e radicais hidroxilo (OH), durante a digestao ldanoglobina e
outros processos bioquimicos e por espécies raactle oxigénio (ROS) exdgenos
produzidos pelo sistema imunitario do hospedeiroz¢{fech & Ginsburg, 2004). No

entanto o parasita consegue sobreviver gracas aefizaz sistema antioxidante
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enzimatico e ndo enzimatico (Figura 3). Este siatemgloba as enzimas Superoxido

dismutase, a Glutationa e a Tioredoxina.

[.2.3.1 — Superoxido dismutases

Os radicais livres produzem i6es superoxido queesofdismutacdo originando,E&,
espontaneamente ou pela ac¢do de enzimas espe¢Bazadech & Ginsburg, 2004).
Essas enzimas responsaveis pela reaccdo de didmsi@dg as Superoxido dismutases
(Figura 3), o parasitas possui duas com diferefdealizacbes, a Fe-Superoxido
dismutase que se encontra no citoplasma e a Mns&uge dismutase localizada na
mitocondria (Sienkiewicet al.,2004).

[.2.3.2 — Destoxificacao via glutationa

A Glutationa (GSH ou glutamil cistainil glicina) slEmpenha um papel muito
importante na manutencdo do estaddox celular, na destoxificacdo de xenobiontes
(Luersenetal., 1999) e na destoxificacdo do grupo heme produdidante a digestao
da hemoglobina (Ginsburgt al., 1998). Durante as reacg¢fes antioxidantes ou de
destoxificacdo a GSH é oxidada a dissulfito deatiiid (GSSG), ou é conjugada a
substancias toxicas por accdo da enzima glutaBon@ransferase (GST) (Liebatal,
2002).

A membrana parasitaria é impermedavely-glutamil-cisteina e & GSH da célula
hospedeira, ndo permitindo a sua utilizacéo, logaS&l utilizada durante as reaccdes
antioxidantes é reposta pelo parasita principalepat duas vias: reducédo do GSSG ou
sintesede novo(Atamna & Ginsburg, 1997). A sintese de GSH éizadh pela accao
de duas enzimas, gglutamil-cisteinil sintetase e a glutationa siasst, a partir de
aminoacidos provenientes da digestdo da hemogldpiteanna & Ginsburg, 1997),
sendo a reducdo de GSSG catalizada pela glutagdogase (Ginsburet al.,1999). O
parasita mantem assim a concentracdo fisiolégicaGEH, permitindo a sua
sobrevivéncia (Ginsburet al, 1999).
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[.2.3.2 — Destoxificacao via tioredoxina

A destoxificagdo via tioredoxina inclui varias mistas como, a tioredoxina redutase, as
tioredoxinas e as peroxiredoxinas (Bozdech & Gingb2004). Neste sistema, a
tioredoxina redutase é responsavel pela catalisediggdo da tioredoxina oxidada (Trx-

S,) pelo NADPH a tioredoxiona reduzida (Trx-(SH)Figura 3).

Todo este mecanismo de antioxidacao e destoxificagdtal para o parasita.

Sintese de glutationa - .
Geradores de ROS
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Figura 3 — Esquema resumido do mecanismo de combad® stressoxidativo em
Plasmodium (adaptado de Bozdech & Ginsburg, 2004). ROS - dispéeactivas de
oxigénio; HO, — Peroxido de hidrogénio; GSH — Glutationa; GSS®Gissulfito de
glutatido; Trx-$ — Tioredoxina oxidada; Trx-(SKH)- Tioredoxiona reduzida.
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|.3 — ESTRATEGIAS DE CONTROLO DA MALARIA

O controlo da malaria tem por objectivo principaleducdo da taxa de infec¢do, bem
como a de morbilidade e mortalidade causada petagdo Devido a auséncia duma
vacina eficaz, apesar de inumeros candidatos a ajessn métodos utilizados no
controlo da malaria baseiam-se na prevencéo atdevésinimizacdo da exposicdo ao
vector, ou seja controlo do vector e por tratamdatmacoldgico dos sintomas da

doenca.

A educacédo social € muito importante num program&ahtrolo de malaria, pois so
com a participacao activa das populagbes em ripas&ivel obter resultados.

|.3.1 — Controlo do vector

O controlo do vector continua a ser o meio maisagfipara prevenir a transmissao da
malaria sendo 0 seu objectivo principal a redugiondrbilidade e mortalidade através
da reducdo dos niveis de transmissédo (W. H. O6&0(Esta estratégia resulta dum
conjunto de accdes integradas que tém por basearasteristicas dos locais de
intervencdo, como a biologia do vector existentaxa de transmissao e morbilidade da
doenca nessa area, infra-estruturas de saulde négsste seus recursos, condicoes
ambientais e a situacdo econOmica. Para o sucessa dampanha de controlo do
vector € necessério a colaboracdo entre servicosadde e entidades publicas ou
privadas que tenham impacto na educacédo sobre toryvex envolvimento das
comunidades locais,existéncia de legislacédo e regulamentos de su@s$an como o
uso racional de insecticidas e boas praticas daiseamento dos mesmos (W. H. O.,
2006a).

As medidas de controlo do vector (Tabela 1) varieomsideravelmente na sua

aplicabilidade, custos e na sustentabilidade dos sesultados, sendo importante que a

escolha das medidas a aplicar seja cuidadosa.

11



INTRODUCAO

Tabela 1- Medidas de controlo do vector

Accéao Medida

Reducao do contacto homem-mosquito Redes mosasiteatadas com insecticidas
Uso de repelentes
Uso de roupa protectora
Proteccgéo das casas

Destruicdo dos mosquitos adultos Redes mosquiteataslas com insecticidas
Uso de insecticidas

Destruicédo das larvas de mosquitos Controlo biotgi
Uso de larvicidas nas aguas

Reducéo dos criadouros Saneamento basico
Drenagem

Participacdo social Educar e motivar a participacda
comunidade

[.3.2 — Antimalaricos

Um diagndstico atempado e um tratamento adequadoosdponentes fundamentais na
estratégia de controlo da malaria. O uso correchm é@ntimalarico eficaz ndo so
diminui a duracdo do episédio de malaria, como tambreduz a incidéncia de

complicacdes e o risco de morte (W. H. O., 2001b)

Existem diversos antimalaricos disponiveis pararatamento de infec¢cdes por
Plasmodiunsppque podem ser classificados por dois critériosoi base na estrutura
quimica e/ou no principal mecanismo de accao, Jocoin base no local de accédo no
ciclo evolutivo do parasita, sendo neste caso ifilzedos em esquizonticida sanguineo
guando actua sobre a fase intra-eritrocitaria inmgkxda proliferacdo dos parasitas até
esquizonte; esquizonticida tecidular quando prewimnkesenvolvimento de esquizontes
hepaticos; hipnozoiticida se actua sobre os higtmzdepaticos; gametocida quando
destréi as formas sexuais intra-eritociticas (Fiédét al, 2002) (Tabela 2).

No decorrer do ultimo século, o uso incorrecto dosmalaricos e a auséncia de uma

famaco-vigilancia adequada levou a situacdo adcteatlevados niveis de resisténcia.

12
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Uma forma de combater a resisténcia e obter medh@sultados com o tratamento,
baseia-se no uso de combinacgdes terapéuticas,omseste no uso de dois ou mais
esquizonticidas sanguineos com mecanismos de mxiEmendentes e diferentes alvos
bioquimicos no parasita (W. H. O., 2001a). Actualteea O.M.S. recomenda o uso de
combinacfes terapéuticas, preferencialmente conivades de artemisinina, no
tratamento de malaria ndo complicada porfalciparum.Em 2006 um total de 60
paises tinham ja adoptado a combinacéo terapéctica derivados de artemisinina
como tratamento de primeira linha ou de segundil{dv. H. O., 2006b).

As vantagens das combinacfes terapéuticas comadesvda artemisinina est&ao
relacionadas com o modo de accdo e caracteristiode particulares desta classe de
farmacos, tais como: rapida e significativa reduddgarasitémia, rapida resolucédo dos
sintomas clinicos, eficacia contra estirpe$délciparummulti-resistentes, reducéao do
namero de gametdcitos (0 que reduz a transmis&@a),tolerdncia e auséncia de
resisténcia documentada (W. H. O., 2001a). A adiginia e seus derivados tém tempos
de semi-vida muito curtos o que significa que aafiectiva implica tratamentos em
regime de multi-doses com duracdo de 7 dias. Regitee tratamento de duracéo
inferior e uso dos derivados da artemisinina em dig@es de monoterapia
frequentemente originam recrudescéncias (Hien,)1@8%kte modo, a combinagdo com
outro antimalarico de tempo de semi-vida mais loagmenta a eficacia da artemisinina
e seus derivados, reduz o tempo de duracdo doeata, e diminui a probabilidade de

desenvolvimento de farmaco-resisténcia (W. H. G012).

Existem quatro combinacdes terapéuticas com dersvdd artemisinina recomendadas:
a combinacdo de artemeter com lumefantrina (Coartemr as combinacbes de
artesunato com amodiaquina, sulfadoxina-pirimetamau mefloquina. A O.M.S.
recomenda a combinacdo artesunato com amodiaguirexfesunato com sulfadoxina-
pirimetamina em areas onde a taxa de sucesso mausando em monoterapia a
amodiaquina ou a sulfadoxina-pirimetamina, respapiente, € superior a 80%. Em
areas onde os derivados da artemisinina ndo poeedisponibilizados, a utilizacdo da
combinacdo de amodiaquina com sulfadoxina-pirimgtamé ainda frequentemente
utilizada (W. H. O., 2006c).
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Em muitos dos paises endémicos, os derivados elmiamina sdo disponibilizados em

monoterapia nos mercados paralelos a precos irdgeri@os das combinagOes

terapéuticas com derivados de artemisinina. Acteaten s6 11 paises corR.

falciparum resistente ndo permitem a venda de monoterapiagtdmisinina e seus

derivados (Afeganistdo, Brasil, Eritreia, Irdo, M#x Malasia, Filipinas, Arabia
Saudita, Sud&o, Africa do Sul e Tailandia) (W. H, ZD06b). O aumento do consumo

da artemisinina e seus derivados em monoterapiar@qatomover o aparecimento de

resisténcia e comprometer a eficacia desta classatimalaricos, tal como aconteceu

para os outros farmacos. Devido a ameaca eminentesdténcia a artemisinina e seus

derivados, a O.M.S., recentemente reforcou as recdatdes de que estes farmacos so

devem ser utilizados em combina¢do com outros afénwos (W. H. O., 2006b).

E amplamente aceite que séofalciparumdesenvolver resisténcia aos derivados da

artemisinina, ndo havera alternativas terapéuttiaazes para a malaria nos proximos
10 anos (W. H. O., 2006b).

Tabela 2 —Antimaléricos classificados de acordo com: a estruta quimica, o
principal mecanismo de accéo e a fase do ciclo emegactuam

Antimalarico

Classe quimica

Fase do ciclo do em
gue actuam

Mecanismo
de accao

Quinino e derivados

Esquizonticidas

sanguineos
Quinino# Metanolquinoleina Interferéncia *Esquizonticidas
Amodiaquina  4-Aminoquinoleina na tecidulares
Cloroquina 4-Aminoquinoleina destoxificacao *Hipnozoiticida
Halofantrina Fenantreno-metanol do grupo *GametocidaR.
Mefloquina 4-metanolquinoleina heme falciparum
Primaquina* 8-Aminoquinoleina #GametocidaR.vivax
P.malariae P.ovalg
Antagonistas dos
Folatos Inibic&do da Esquizonticidas
sintese de sanguineos
Pirimetamina*  2,4-diaminopirimidina acidos
Proguanil Biguanida nucleicos *Esquizonticidas
tecidulares
Sulfonamidas
Inibicdo da Esquizonticidas
Sulfadoxina Sulfonamida sintese de sanguineos
acidos
nucleicos Esquizonticidas

tecidulares
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Atovaquona Hidroxinaftoquinona Interferéncia Esquizonticidas
na cadeia de sanguineos
transferéncia
de electroes

mitocondrial
Artemisinina e
derivados
Artemisinina Lactona sesquiterpénica Geracao de Esquizonticidas
stress sanguineos

Dihidroartemisinina Artemisinina reduzida Oxidativo

Artesunato Sal sodico do semi-éster ? Gametocidas
de acido succinico da (P. falciparun)
desidroartemisinina

Artemeter Metil-éter da

dihidroartemisinina
Antibioticos
Tetraciclina Tetraciclina Inibidores da Esquizonticidas
Doxiciclina Tetraciclina sintese sanguineos
Clindamicina Macrélido proteica

[.4 — RESISTENCIA AOS ANTIMALARICOS

A resisténcia aos antimalaricos é um dos princifmitores que limitam o sucesso do
tratamento da malaria, sendo responsavel pelo reeente aumento de mortalidade
relacionado com malaria, principalmente em Afridéhite, 2004). Farmacos ineficazes

levam ao aumento de falhas terapéuticas, o querdanocerisco de malaria grave e

anemia, incrementando a transmissao. InfeccOesajmente tratadas produzem oito

vezes mais gametocitos comparado com infeccbeadémtcom sucesso (Price &

Nosten, 2001). A resisténcia tem ainda como corésega imediata um aumento do

custo global do controlo da doenca, as falhas éetagas requerem nova consulta nos
centros de saude ou hospitais para novo diagnésticatamento, resultando na perda
de dias de trabalho pelos adultos e absentismdeegm parte das criancas (W. H. O.,
2005b).
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A resisténcia aos antimalaricos ja foi descritateda das quatro espécies que infectam
humanos. OP. falciparum ja desenvolveu resisténcia a maioria dos antincakir
utilizados actualmente, excepto para a artemisirirsgus derivados (Tabela 3)Po
vivax possui ja documentada resisténcia a cloroquinajndaguina e a sulfadoxina-
pirimetamina (Murphyet al, 1993; Looareesuwaet al, 1997) e enP. malariaefoi

descrita resisténcia a cloroquina (Magu@tal, 2002).

Tabela 3 — Resisténcia d®. falciparumaos antimalaricos

Antimalarico Ano da introdugdo Ano do aparecimentode resisténcia
Quinino 1632 1910
Cloroquina 1945 1957
Proguanil 1948 1949
Sulfadoxina- 1967 1967

pirimetamina

Mefloquina 1977 1982
Atovaquona 1996 1996
Artemisinina 1980 -

[.4.1. — Definicdo de resisténcia

A resisténcidn vivo é definida pela Organizagdo Mundial de Saude (8.yicomo “a
capacidade que uma dada populacéo de parasitgsatanse multiplicar ou sobreviver,
na presenca de concentracfes de farmaco, que diaigtie destruiriam parasitas da
mesma espécie ou impediriam a sua multiplicacdoango a definicao foi criada ainda
nao existia a técnica de culturavitro deP. falciparumnem a cromatografia liquida de
elevada resolucéo e a biologia molecular estanicei-se como ciéncia. Por isso ela é
baseada na observacgdo clinica. Contudo, actualppareque se confirme a existéncia
de resisténcia a um antimalarico € necessario gu#esionstre que 0s parasitas sao
recrudescentes num paciente que comprovadamesetgerececentemente tratamento e

que a concentracdo sanguinea eficaz de farmaceusunsetabolitos foi mantida pelo
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menos no decorrer de quatro ciclos parasitariost@Vh998). Os resultados de teste
vitro e a existéncia de muta¢gBes em genes implicadessisdéncia ao antimalarico sao

indicadores adicionais de resisténcia (W. H. O052).

Resisténcia a um antimalarico e falha terapéutolem ser dois fendmenos distintos,
significando a ultima a auséncia da resolugdo dusrsas clinicos apds tratamento
com um antimalarico. Varios factores podem conirilpara a falha terapéutica, tais
como: dosagem incorrecta, ndo aderéncia do indivautratamento ou ao tempo de
tratamento, fraca qualidade do farmaco, interac¢@emacologicas, variacdes inter-
individuais na farmacocinética [baixa absorcdo @pida eliminacdo (diarreias,

vomitos)] e insuficiente ou fraca biotransformac@ilas pro-drogas devido a

caracteristicas farmacogenéticas (W. H. O., 2008a3te sentido, a resisténcia € um
fendmeno mais complexo do que a falha terapéutiga aparecimento pode ser
influenciado por diversos factores relacionados coparasita, o hospedeiro, o vector e
o antimalarico (W. H. O., 2001b).

[.4.2 — Monitorizagao da resisténcia

O aparecimento da resisténcia aos antimalaricasilae desenvolvimento de métodos
para determinar a susceptibilidade/resisténcia Pdofalciparum Inicialmente era
limitado a avaliacdo da respostavivo, tendo-se seguido a introducdo dos métados
vitro, ambos procedimentos complementares e, postericemdasenvolveram-se o0s

marcadores moleculares de resisténcia.

[.4.2.1 — Métodoin vivo

O métodoin vivo € um teste de avaliagcdo da eficacia terapéuticaseja, avalia a
resposta dd°. falciparumaos antimalaricos no paciente infectado. O prionggstein
vivo foi desenvolvido em 1965, logo apds terem surgido primeiros casos de

resisténcia a cloroquina.

Em 1973 a O.M.S. definiu uma classificagdo de t@sgsain vivo em trés niveis: R,

RIl, RIll e S (susceptibilidade), baseado no peria® tempo que decorre entre o
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desaparecimento dos parasitas apo0s o tratamentoaerecrudescéncia (W. H. O.,
1973). Esta classificacdo foi modificada em 2008agrupada em:

1) ETF Early Treatment Failure— agravamento ou persisténcia dos sintomas eHnic
com parasitémia no decorrer dos trés dias ap&@aniento;

2) LTF (Late Treatment Failure— reaparecimento dos sintomas com parasitémia ent
0 4° dia e 0 28° dia apds o tratamento;

3) ACR (Adequate Clinical Resporjse- auséncia de parasitémia ou de sintomas

clinicos ao 28° dia apds o tratamento (W. H. Q0620

O teste de avaliacdo da eficacia terapéutica ammtinser o método de referéncia para
determinacdo da eficacia dos antimalaricos, nadaspnr si sO, no entanto, suficiente
para confirmar resisténcia. As suas limitacéesimaig-se na dificuldade interpretativa
resultante da interferéncia de trés factores: eofaelumano (imunidade), o factor
parasita (resisténcia aos farmacos) e farmacogan@tariacdo inter-individual), tal
como referido anteriormente. No entanto e apesstiesiéestes nao fornecerem os dados
cientificos necessarios para compreender a resigtérum determinado ambiente,
providenciam os dados basicos sobre eficacia dosatos utilizados como primeira e
segunda linha de tratamento e permitem o desemvehtd racional de estratégias de
tratamento, assim como das politicas terapéuticgagpkementar. Assim, os resultados
dos teste#n vivo fornecem informacéo essencial para se determgamsantimalarico
permanece eficaz. A vigilancia da eficacia terapéawo longo do tempo é deste modo

um componente essencial no controlo da malaria.

1.4.2.2 — Métodosin vitro

Os testesn vitro sdo usados para medir a susceptibilidade intdnde®. falciparum
aos antimalaricos sem a interferéncia dos factdeebospedeiro que influenciam os
resultados dos test@s vivo. Os parasitas sdo expostos a concentracdes cdabeata

antimalarico e os parametros de desenvolvimento@&scimento sdo avaliados.
Existem quatro tipos de aproximacdes fundamentaisa @valiacdoin vitro da

susceptibilidade a antimalaricos, cujo principisébé@ comum, diferindo apenas entre si

no método de avaliacédo do crescimento/inibicaositarso:
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Método da O.M.S— baseado na avaliacdo do crescimento do parpsita sua

maturacdo de trofozoito jovem a esquizonte vigwed, microscopia optica (W. H. O.,
1997).

Métodos colorimétricos- baseados na medicdo quantitativa de uma detdmin

proteina do parasita. Apresenta-se a titulo de pkera método déHRP2que se baseia
na medicdo por ELISA, duma proteina rica em Histide Alanina IRP2-Histidine-
Rich Protein 1), produzida peloP. falciparum durante o seu crescimento e
multiplicacdo. A quantidade deéiRP2 é proporcional a quantidade de parasitas

presentes na cultura (Noetlal, 2002).

Métodos isotdpicos baseados na incorporacao pelos parasitas deahnifjima marcada

radioactivamente (Desjardies al, 1979).

Método doSYBR Green + baseia-se na fluorescéncia que a moléSYIBR Greer

emite quando se intercala nas cadeias de DNA dasifss (Bennett al, 2004).

Os testesn vitro sdo indicados na monitorizagdo epidemiologica datarminagéo de
resisténcia cruzada entre antimaléricos, obtengddadios de susceptibilidade de um
determinado antimalarico antes do mesmo ser irdegra politica terapéutica dum
pais, farmaco-vigilancia temporal e espacial eemsativa de validacdo de marcadores

moleculares de resisténcia.

1.4.2.3 — Marcadores moleculares de resisténcia

A investigacdo dos mecanismos moleculares de farresmisténcia parasitaria é
relevante para o combate a malaria, sobretudo sadauporP. falciparum,por duas
razdes principais: i) permite uma identificacddaaal de novos alvos terapéuticos, ii) e
permite que se estabelecam novos métodos de idag#ib e diagndstico da resisténcia
aos antimalaricos, individualmente, por pacientensequentemente, seria possivel
efectuar uma avaliacdo da frequéncia de “mutacéssstentes” numa determinada
regido endémica. Assumindo que exista uma cormlagtal (ou pelo menos elevada)
entre uma determinada mutacdo ou mutacdes devidamwanacterizadas e a resisténcia

a um determinado composto antimalarico, esperas@drequéncia de alelos mutantes
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reflicta, aproximadamente, a frequéncia da popolaparasitaria fenotipicamente
resistente. Assim, a deteccdo das mutacdes dositparairectamente associados a
resisténcia, obtida através de técnicas molecularessua relagdo com o fendtipo
“resisténcia”, apresenta vantagens em relacdo aedos tradicionais utilizados na
mesma identificacad.é. testesin vitro e testesn vivo). Entre outras, estas vantagens
incluem: i) o facto de ser necesséaria apenas uraatigade de amostra de sangue
infectado do paciente para estudo molecular postesm oposicado a necessidade de se
utilizarem parasitas em cultuiravitro, que requer maior volume de sangue a colher; ii)
independéncia da intervencéo de factores ambigetanslices de cultura adequadas) e
do hospedeiro (influéncia da imunidade sobre ocoremto parasitario, mesmo em
caso de resisténcia aos antimalaricos); e iii)ewado nimero de testes realizados em
curtos espacos de tempo. No entanto, é importaatear que o elevado custo dos
equipamentos e reagentes utilizados nestas téomieatbormacao continua de pessoal
nas técnicas de biologia molecular, representatoriz restritivos na utilizacdo destas
ferramentas, principalmente nos paises em vias edengdolvimento com recursos
limitados. Além disso, é de ter em conta que aemgs de um determinado
polimorfismo genético podera ndo ser suficienteaparedizer com total certeza a
resposta a um determinado farmateivo. Por estas razdes, a avaliagdo da prevaléncia
de parasitas resistentes a um determinado antio@wléauma area geografica definida,
deve ainda hoje, ser uma actividade de complem@mtagtilizando informacéo
resultante da combinacéo de testewitro, in vivo e analise molecular. Deste modo,
poder-se-do efectuar comparacdes entre os ressiitddiolos pelos diferentes métodos,
0 gue permite estabelecer os valores predictivosredgsténcia relativos a um
determinado marcador molecular. A titulo de exempkmlca-se a utilizacdo do
marcadorpfcrt K76T para a monitorizagcdo da resisténcia a cloraem regides
endémicas par#®. falciparum Varios estudos de campo parecem indicar que este
marcador é altamente indicativo quer de resisténtiavitro e quer de faléncia
terapéutica em doentes infectados d@nfalciparumresistente a cloroquina (Wellems
& Plowe, 2001). O resultado de um destes estudestuado no Mali (Djimdeet al,
2001), serviu inclusivamente para que a politicap@utica da maléaria fosse reajustada
naquele Pais, realcando assim a importancia prékicautilizacdo da informacédo

molecular no controlo da maléaria.
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A implementacdo de marcadores moleculares comodogtubjectivos de avaliacdo da

resisténcia depende no entanto do conhecimentauadeqlos mecanismos genéticos
de resisténcia para cada farmaco em estudo. Deste, m estado da arte relativamente
aos mecanismos moleculares de resisténcia a aatiota sera descrito em detalhe nas

seccOes subsequentes.

1.4.3 — Distribuicdo geogréfica da resisténcia a@ntimalaricos

A resisténcia aos antimalaricos distribui-se gefigamente de forma diferente

dependendo da espécieRlasmodiune do antimalarico.

No P. malariaefoi registada resisténcia a cloroquina na IndanéMaguireet al,

2002). NoP. vivaxa resisténcia a sulfadoxina-pirimetamina foi reglat em diversas
regibes, no caso da cloroquina encontra-se cordimadioritariamente na Indonésia,
Timor Este, Papua Nova Guiné e outras partes dantmeexistindo também alguns
registos no Peru (W. H. O., 2006c). Na TailandigisuP. vivaxtolerante a primaquina

(Looareesuwaeet al.,1997).

A distribuicdo geogréfica da resisténciaRadalciparumesta representada na Figura 4.
No caso da cloroquina, ja foi descrita resistéeomtodas as regides onde a maléaria é
transmitida excepto na América Central (nordesteat@ml do Panama). A resisténcia a
sulfadoxina-pirimetamina ocorre frequentemente ndeSte Asiatico e na América do
Sul e é prevalente em Africa. A resisténcia a nuefila € frequente em algumas areas
do Sudeste Asiatico, como Cambodja, Tailandia, Néiete, e na Ameérica do Sul
(Amazénia). Em Africa foram descritos casos dedakrapéutica com mefloquina, e
varios estudos vitro revelaram diminuicdo da susceptibilidade, assimaexisténcia
de estirpes com baixa susceptibilidade relativaemamhefloquina (W. H. O., 2005a). A
resisténcia a dois ou mais antimalaricos perteeseatclasses quimicas diferentes, ou
seja multi-resisténcia, tornou-se um problema nomi@alja e na Tailandia

(Wongsrichanalagt al.,, 2002).
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Figura 4 — Mapa da distribuicdo geografica da resisténcia dé. falciparum aos

antimalaricos (adaptado d&V.H.O., 2005b).
A-Resisténcia a cloroquir@; -Resisténcialfadoxina-pirimetamingll - Resisténcia
a mefloquina;~ - Areas sem malalLl- Areas onde ocorre transmiss&o de maldaria.

|.4.4 — Multi-resisténcia

A multi-resisténcia a antimalaricos refere-se awf@o de resisténcia a dois ou mais
farmacos, fenbmeno este que tem sido observad®. éatciparum Este fendétipo pode
surgir em simultdneo ou como resisténcia cruzadaesfsténcia a varios antimalaricos
em simultaneo resulta da utilizacdo frequente eulsémea dos mesmos, provocando
uma pressdo selectiva que culmina no aparecimeaste dfen6meno de multi-
resisténcia; a resisténcia cruzada entre antincakgsta relacionada com os aspectos
comuns dos seus mecanismos de accdo, bem comoedasismos de resisténcia que

Ihes estdo associados (Le Bras & Durand, 2003).
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1.4.5 — Mecanismo de acc¢ao e resisténcia dos pripais antimalaricos

1.4.5.1 — Cloroquina

Descoberta em 1930 e sintetizada pela primeiranaeAlemanha durante a Il Guerra

Mundial, a cloroquina foi introduzida em 1944-1%Eapidamente se tornou a principal
medida terapéutica e profilatica para a malérigideao seu baixo custo, auséncia de
efeitos secundarios significativos e elevada eifica& cloroquina permaneceu como

farmaco de primeira linha no tratamento da malddia grave até ao aparecimento dos
primeiros relatos de resisténcia, no final dos ab@sna América Latina e Sudeste
Asiatico (Younget al., 1961; Harinasutat al., 1962), continuando no entanto a ser
frequentemente utilizado, principalmente em Afri€@m 1994, a cloroquina era o

terceiro farmaco mais consumido mundialmente, dedai aspirina e do paracetamol
(Foster, 1994).

Diversas teorias tém sido propostas para explicagewo modo de accédo, tais como a
inibicdo da sintese de DNA e RNA (Cohen & Yieldid®65) e inibicdo da sintese

proteica (Surolia & Padmanaban, 1991). Estas eaglies parecem pouco provaveis
visto que as concentracdes de farmaco necessaiasum efeito letal no parasita

teriam de ser muito maiores do que as obseniadéso. A teoria de que a cloroquina

actua através da interaccdo com proteinas hum@raveset al, 2002), ndo foi

comprovada.

A explicagdo mais aceite sobre 0 modo de accdoséada na interferéncia da
cloroguina no mecanismo de destoxificacdo do ghgmoe. Oparasitadurante o seu

desenvolvimento intra-eritrocitario digere a henobgha no vacuolo digestivo de onde
resulta ferriprotoporfirina IX ou grupo heme, qualtamente toxico para o parasita
(Chau & Fitch, 1981; Vander Jagt al., 1986; Slateret al, 1991). Assim, 0 parasita
possui mecanismos de destoxificacdo para evitaeaos efeitos nocivos, tais como a
polimerizacdo do grupo heme no vacuolo digestia,qdal resultam cristais inertes
inofensivos para o parasita, chamados de hemozoinapigmento malérico.

Aproximadamente 25-30% do grupo heme é neutralipadesta via. Os restantes 70-
80% de heme livre difundem-se através da membraoaolar alcancando o citosol do

parasita onde é “degradado” pela glutationa redu@insburgetal., 1998).
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7

O efeito toxico da cloroquina é entdo explicadoapglibicdo do mecanismo de
destoxificacdo do grupo heme. A formacao de congsletoroquina / heme impede a
polimerizacdo do heme em hemozoina no vacuolobe iaidegradacdo do heme pela
glutationa reduzida no citosol, permacendo o hevbeasforma livre. A acumulacéo do
heme livre em concentracdes elevadas provoca e rdortparasita (Ginsburgt al.,
1998).

A resisténcia a cloroquina foi observada no firnad dnos 50 no Sudeste Asiatico e na

América do sul e no final dos anos 70 em Africa fWO., 2001b).

Os parasitas resistentes acumulam menor quantidadecloroquina no vacuolo
digestivo que os sensiveis, indicando que a resistépode ser devido a uma
diminuicdo da sua acumulacéo (Geatyal, 1986a; Sancheet al, 1997; Winschet
al., 1998) ou ao aumento do seu efluxo (Kroggtadl, 1987; Wellemset al, 1990).
Dois genespfmdrl e pfcrt, tém sido propostos como o0s principais moduladdies
resisténcia a cloroquina . falciparum ambos codificam produtos localizados na

membrana do vacuolo digestivo (Craataal, 2006).

Estudos iniciais sobre resisténcia a cloroquinastzdaram que ela era revertida por
antagonistas dos canais de calcio, tais como @a&eria(Martinet al, 1987), que actua
também como modulador de resisténcia a drogas kriaséumorais multi-resistentes
por interaccdo com glicoproteinasTP-binding cassette transportgrsuper-expressas
que efectuam o transporte inter-membranar de disefdrmacos anti-tumorais. Esta
observacao incitou a pesquisa de homoélogosPammodiumlevando a descoberta e
identificacdo da proteina PghP-{licoprotein homologue )llocalizada no vacuolo
digestivo doP. falciparum.A Pghl é uma proteina transportadora com 162 kDa,
dependente de ATP, pertencente a super-familia 68® — Binding Casseftesendo
codificada pelo gen@fmdrl localizado no cromossoma 5. Inicialmente num estud
realizado em clones de laboratorio, foi observade mputacées nos aminoacidos 86,
184, 1034, 1042 e 1246 no gepfendrl se encontravam fortemente associadas com a
resisténcia a cloroquina (Foog&t al., 1990). No entanto a associacdo entre 0 gene
pfmdrle a resisténcia a cloroquina ndo esta completangsctarecida e é controversa.
Alguns estudos com isolados provenientes de varieas geogréaficas da Asia e Africa

indicam existir uma correlacéo positiva entre aagaopfmdr1lN86Y e a resisténcia a
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cloroquina (Gomez-Saladet al.,1999; Nageshat al.,2001; Ngoet al.,2003; Hatabu

et al.,2005; Cojearet al.,2006; Dualet al.,2007). Em isolados provenientes do Brasil
foi verificada uma associacdo entre os polimorfisrpémdrl N1042D e pfmdrl
D1246Y e a resisténcim vitro a cloroquina (Povoat al.,1998). No entanto, a anélise
dos resultados do cruzamento genético entre HioBdcsensivel a cloroquina) e Dd2
(clone resistente a cloroquina), demonstraram uegaegacdo independente entre as
respostas a cloroquina e polimorfismos no gpfradrl (Wellems et al., 1990) e
diversos estudos em populagdes naturais ndo der@@mstuma associacao clara entre
alelos dopfmdrle as respostas a cloroquina (Pogbal., 1998; Chaiyarogt al., 1999;
Basco & Ringwald, 2002; Thoma al.,2002; Ochonget al., 2003; Saret al., 2005;
Menard et al., 2006; Rasoret al., 2007). Por outro lado um estudo de transfeccéo
genética demonstrou que determinados polimorfismosgene pfmdrl, alteram a
sensibilidade dos parasitas a cloroquina (Raeal., 2000), assim como outros estudos
em populagdes naturais mostraram que certos alekie gene sdo capazes de modular
a susceptibilidade a cloroquina (Duraisir@giCowman 2005).

De um modo geral, os estudos acima referidos parécdicar que qfmdrl podera
desempenhar um papel secundario na resisténc@areina, sendo esta determinada
por outro gene ou genes. De facto, a analise @etalba progenia do cruzamento HB3
X Dd2 mostrou que o principal gene associado astésiia se encontrava no
cromossoma 7 (Wellemet al, 1991). A analise do mapa litekagelevou inicialmente

a identificacdo de um gene denomingufog2 como determinante da resisténcia a
cloroquina (Suet al, 1997). Posteriormente verificou-se que o sewlemiento na
resisténcia ndo era directo mas era devido a smanpdade fisica no cromossoma 7
com o genefcrt, mais tarde identificado como o determinante dast@ncia (Fidoclet

al., 2000).

O genepfcrt codifica uma proteina transmembranar, PfCRT, ibadd no vacuolo
digestivo do parasita. Pode apresentar entre 6 naucdes pontuais que podem
modular os niveis de susceptibilidade da cloroquimauindo uma que aparentemente
desempenha um papel fundamental na resisténc@@guaina, gfcrt K76T (Severini

et al., 2006).Mutacdes pontuais neste gene, em particular a @ufHcrt K76T, tém
sido associadas com a resisténciaPddalciparuma cloroquinan vitro e in vivo em

isolados provenientes de Africa, Sudeste Asiaticd\reérica do Sul (Adagu &
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Warhurst 2001; Djimdeet al.,2001; Durancet al.,2001; Labbéet al., 2001; Vieiraet
al., 2001; Lopeset al.,2002a; Ngoet al., 2003; Ochonget al., 2003; Huamaret al.,
2004;Plummeret al.,2004; Hatabwet al., 2005; Saret al.,2005; Cojearet al., 2006;
Menardet al.,2006; Mitaet al.,2006; Dualet al.,2007; Ojurongbet al.,2007; Ursing
et al., 2007). Contudo outros estudos demonstram existia fraca ou nao existir
associacdo entre a mutacdo K76T do gHod e a resisténcia a cloroquimavivo e in
vitro (Talisunaet al., 2002; Kyosiimire-Lugemwaet al, 2002; Thomast al, 2002;
Daily et al., 2003).

1.4.5.2 — Quinino

O quinino é um alcal6ide derivado da casca da ©m&lusado na clinica ha mais de
350 anos. Foi “descoberto” no século XVII no Per padres jesuitas, os quais
verificaram que a casca da planta Cinchona usadanetdicina indigena, possuia
propriedades antipiréticas. Em 1820, o quininoigolado por Pelletier e Caventou, a
partir da casca e em 1944 foi sintetizado pelagiranvez em laboratério (Frédérieh
al., 2002). Apesar do seu longo tempo de utilizacdquimino continua eficaz no
tratamento de todas as espécies que provocam analdriana e raramente se verificam
elevados niveis de resisténamvivo. O farmaco € geralmente utilizado como ultimo
recurso no tratamento de malaria grave emboraaexigiaises em que o mesmo é
utilizado mais liberalmente por falta de vigilancia utilizacdo de farmacos e na sua

aquisicao descontrolada.

O seu mecanismo de accao ainda nao esta totalessitéeecido. Sendo uma quinoleina
assumiu-se que este composto interfere com o nsecarde digestdo da hemoglobina
(Geary et al, 1986b). Estudos mais recentes sugerem que anquinterfere no
processo de ingestdo da hemoglobina (Famin & Gigsi2002).

O mecanismo de resisténcia ao quinino ainda nd estlarecido, mas tem sido
associado a mutacdes e/ou alteracdo na expressgendpfmdrl (Reedet al, 2000;
Ward & Bray, 2000; Ferdigt al, 2004; Sidhwet al., 2005; Duraisingh& Cowman
2005; Sidhwet al.,2006) Por outro lado, estudos de transfeccao genétitaistraram
que determinadas mutacdes no gefoet aumentam parcialmente a susceptibilidade ao

quinino (Sidhuet al, 2002). Recentemente um estudo demonstrou que®ssomas
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5, 7 e 13 contém genes que potencialmente contniipaza as variacdes na resposta do
P. falciparumao quinino (Ferdigt al, 2004). Na sequéncia deste estudo, foi implicado
um transportador Na+/H+ (PfNHE) na resisténcia ainigo tendo-se verificado que a
sua actividade se encontrava aumentada nas estig@&Estentes ao quinino

relativamente a estirpes sensiveis (Bengtedi, 2007).

1.4.5.3 — Mefloquina

A mefloquina € um derivado sintético do quininosetevolvido nos anos 80 em
consequéncia dum programa de pesquisa de maldabelsido peloValter Reed
Army Instituteque se iniciou nos anos 60 com a finalidade derdedver novos
compostos para combater as estirpeP .dlciparumresistentes a cloroquina (Schmidt
et al, 1978).

O seu mecanismo de accdo ndo esta totalmenteexsdtarA mefloquina liga-se com
elevada afinidade as membranas causando altenag@&sogicas no vacuolo digestivo
do Plasmodiune parece exercer a sua acc¢ao interferindo coaneporte substancias a

partir da célula hospedeira para o vacuolo digestivparasita (Foley & Tilley, 1998).

A resisténcia a mefloquina tem vindo a tornar-segmssivamente mais comum,

especialmente no Sudeste Asiatico e na Ameéricautl¢Cgavoet al, 2006).

O mecanismo de resisténcia a mefloquina nao est@letamente esclarecido mas tem
também sido associado a mutacfes e/ou alteracd@xprassdo do gengfmdrl. A
seleccaoin vitro de um clone resistente a mefloquina, W2mef a mpdgi parasitas
resistentes a cloroquina, resultou numa amplificad# 2 a 4 vezes do gepéndrle
nos aumentos dos niveis de transcricdo do mesmisdiét al, 1989). Dois outros
estudos independentes envolvendo a seleccdo dsitpareesistentes a mefloquina,
resultaram também no aumento do niumero de cépigemkepfmdrl e/ou no aumento
da expressao do seu produto, a proteina Pghl (Coeta, 1994; Peeét al, 1994).
Em concordancia outros estudos laboratoriais cotinpes resistentes a mefloquina
verificaram aumentos nos niveis expressao do géndrlnas estirpes resistentes em

relacdo as estirpes sensiveis a mefloquina (Beguah, 2002; Nishiyamaet al.,2004).
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Recentemente, um estudo de disrupcao genétiack-ouf do n° de copias de 2 para 1
do genepfmdrl na estirpe resistente a mefloquina FCB, resulttmandiminuicédo de

trés vezes do valor do respectivo IC50, providerdnauma demonstracao directa de
que o numero de coOpias deste gene é determinamésidiéEncia a este farmaco (Sidhu
et al, 2006). No entanto, uma experiéncia de selecedesisténcia a mefloquina na
linha FAC8mef n&do resultou na amplificagdo do gpfradrl nem num aumento de

expressdo da proteina Pghl (Leh al, 1996), o que demonstrou existirem outros

mecanismos associados a este fenaotipo.

Estudos de associacdo entre o numero de copiaem®pfndrl e as respostas a
mefloquina em populac¢des naturaisRiefalciparumtambém tém originado resultados
contraditérios. Alguns tém demonstrado uma assaciagtre a amplificacdo do gene e
a resisténcian vitro a mefloquina (Wilsoret al, 1993; Priceet al, 1999; Pickaret al.,
2003; Priceet al, 2004) enquanto outros parecem nao corroborar @sservacao
(Bascoet al, 1995; Chaiyarogt al.,1999). De facto, existem evidéncias indicativas qu
aparte de amplificacdo genética, também SNPs ne pkndrl podem modular a
susceptibilidade dos parasitas a mefloquina. Estudm populacbes parasitarias
naturais (Duraisinglet al, 2000a; Lopest al, 2002b; Pickaret al.,2003; Priceet al,
2004; Rasoret al.,2007), andlises de cruzamentos genéticos (Dughiginal, 2000b)

e experiéncias de transfeccao genética (e, 2000; Sidhwet al., 2005) indicam
que o aumento da susceptibilidade a mefloquina &stdciado com mutacdes neste

gene.

Em concluséo todos os estudos acima citados paregétenciar o papel do gene
pfmdrl na modulacdo da susceptibilidade a mefloquina.eN@nto, a discrepancia
entre algumas observagdes, demonstra claramentealvienento de outros factores
neste processo, sendo provavel que a resisténg@acemo resultado da combinacédo de

varios factores ou mecanismos.

1.4.5.4 — Amodiaquina

A amodiaquina é uma 4-aminoquinoleina com uma tesarwuimica muito semelhante

a cloroquina, sendo mais efectiva na eliminacapatasitémia em maléaria ndo grave.
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Actualmente € muito utilizada em combinacdo terip&ucom artesunato e

sulfadoxina-pirimetamina (Olliaro & Mussano, 2003).

Devido a semelhanca na estrutura quimica da amadece da cloroquina e existir
resisténcia cruzada entre estes farmacos € sugguel@xercem a sua accdo por um

mecanismo similar (Bragt al, 1996).

O mecanismo de resisténcia a amodiaquina ndo éecioioh mas devido a sua
semelhanca com a cloroquina assumiu-se que os imewEnde resisténcia do parasita

a estes dois antimalaricos apresentem varios aspect comum (Ochorgg al, 2003).

Existe evidéncias da implicacdo de mutacfes patnas genepfcrt e pfmdrl na
resisténcian vivo a esta quinoleina. Alguns estudos associam aéesiain vivo a
amodiaquina com a mutacptcrt K76 T (Ochonget al.,2003; Dokomajilaet al.,2006;
Holmgrenet al., 2006b; Ursinget al., 2007), outros associam-na com as mutacdes
pfmdrl N86Y e pfmdrlD1246Y (Dokomajilaret al., 2006; Holmgrenet al., 2006b;
Holmgrenet al.,2007; Nsobyaet al.,2007), e alguns parecem indicar que a resisténcia
in vivo @ amodiaquina se relaciona com a presenca de destagn ambos gengxdrt
K76T e pfmdrl N86Y (Happiet al., 2006)]. Um estudo recente realizado no Quénia
indicou que a resisténciia vivo a amodiaquina ndo esta relacionada com a amgéiica

do genegpfmdrl(Holmgrenet al.,2006a).

1.4.5.5 — Sulfadoxina-Pirimetamina

A combinacado terapéutica sulfadoxina-pirimetamiRangida®) foi introduzida em
1960 e a resisténcia foi detectada nesse mesmoEmtes dois farmacos actuam
sinergicamente como inibidores da biossintese diatof, essencial para o parasita,
uma vez que este é incapaz de obter as pirimidirnzestir do seu hospedeiro (Ferone,
1977). Assim, a sulfadoxina-pirimetamina inibemitese de DNA levando a morte
dos parasitasA pirimetamina é um antagonista dos folatos, irdbina enzima
dihidrofolato reductase (DHFR) e causando a depleda tetrahidrofolato. A
sulfadoxina € uma sulfonamida e actua por inibicio dihidropteroato sintetase
(DHPS), evitando a formacao do dihidropteroatodEriehet al.,2002).
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A resisténcia a sulfadoxina-pirimetamina é um damscps exemplos de um mecanismo
bem conhecido, surgindo pela presenca de mutagigagis nas regides codificantes
do centro activo das enzimas DHFR e DHPS.

Existem 4 mutacdes pontuais no gene da DHFR askmcaaresisténcia a pirimetamina:
S108N, N511, C59R e 1164L e pensa-se que estasgimgase acumulam de um modo
sequencial, iniciando-se com a S108N (Sirawarapbal, 1997). A mutacdo S108N é
a principal mutacdo associada com a resisténaidosa Unica encontrada isoladamente
em populacdes naturais. A adicdo de mais mutagdasrda a resisténcia, que atinge o
seu maximo na presenca das 4 muta¢cfes. Mutacorsgonos coddes 436, 437, 540 e
613 do genefdhpsestdo associados a resisténcia a sulfadoxina KBetoal, 1994;
Triglia & Cowman, 1994).

O conjunto das mutacdes 108N, 511, 59R pfdhfr e 437G e 540E n@fdhps,
designado por quintuplo mutante, é considerado conm@arcador molecular para a
faléncia terapéutica observada no tratamentoPddalciparum com pirimetamina-
sulfadoxina (Nzilaet al, 2000; Kublinet al.,2002; Bwijoet al.,2003; Schonfelet al.,
2007). No entanto a utilizacdo destas mutacOes coramcadores moleculares de
resisténcia a pirimetamina e sulfadoxina, deveserconta a idade dos individuos em
estudo (Staedket al, 2004).

1.5 — ARTEMISININA E DERIVADOS

A artemisinina (ginghaosu) € o composto activo ldatpArtemisia annua Lutilizada

na medicina tradicional chinesa como antipirétiesd#® ha 1500 anos. A artemisinina
foi isolada por cientistas chineses em 1972, tesido a sua estrutura determinada em
1979 e a sua sintese total realizada em 1983 (ffcbad al, 2002).

Este grupo de antimalaricos induz uma respostécalim uma reducédo da parasitémia
mais rapida que todos os outros farmacos existefiieen & White, 1993). A
artemisinina e seus derivados actuam com elevackcit nas varias fases sanguineas
do parasita, incluindo a fase de trofozoito joveeduzindo ainda o numero de
gametdcitos no sangue e diminuindo a infectividdde gametocitos sobreviventes.

Resultados de experiéncias realizadas para avaliactividadein vitro destes
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compostos ndP. falciparum, noutros protozoarios e em linhas celulares eueariot
sugerem um mecanismo de acc¢do especifico pdra falciparum (Golenseret al,
2006).

Quimicamente, a artemisinina € uma lactona sespéiteca caracterizada por uma
ponte endoperdxido essencial a sua actividade aldtiioa; tem baixa solubilidade em
dgua e em Oleo, o que limita as possiveis viasddeingstracdo. Para resolver esse
problema foram desenvolvidos varios derivados seméticos (Figura 5): o artesunato
que € hidrossoluvel e os derivados lipossolUveisnaater e arteeter. Todos estes
compostos sdo metabolizados em dihidroartemisinopze € o0 metabolito
biologicamente activo (Figura 5). Outro derivadmssintético, artemisona, estqd em
fase de ensaios clinicos, e parece ser o maistpdtdaynest al, 2006; Vivaset al.,
2007). Todos os compostos do grupo das artemisirséa farmacos com tempos de

semi-vida curtos (3-5 horas), quando utilizados emnoterapia €& necessario

tratamentos de mais de 5 dias para se obter eljduntotal da parasitémia (Robett
al., 2001).

OI(I)CH20H2000H
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1 2 3

CHs

H OCH,CHs
4 5

Figura 5 — Estrutura quimica da artemisinina e seuslerivados (1-artemisinina;2-
artesunato3-artemeters-arteeters-dihidroartemisinina).

31



INTRODUCAO

[.5.1 — Mecanismo de acc¢ao

O mecanismo de accdo da artemisinina e derivados nidompletamente conhecido.
Um dos potenciais modos de acc¢édo tem sido atribugla capacidade de gerar radicais
livres devido a ponte endoperdxido presente emstadamoléculas de artemisinina e
seus derivados (Robest al, 2001). Para exercerem a sua actividade € nemessar
passo de activacdo, ou seja a clivagem da pontepenikido. E proposto que essa
ponte seja clivada pelo grupo heme intra-parasiguiFé" livre, o que leva & formacéo
dum radical livre que funcionara como um agenteikdgte que ira reagir com o grupo

heme e proteinas parasitarias (Meshnick, 2002).

Num estudo realizado com dihidroartemisinina maacetlioactivamente verificou-se
que um dos principais alvos de alquilagdo é a pratehomdloga da TCTP
(translationally controlled tumor protejnem P. falciparum (Bhisutthibhanet al.,
1998). Foi também verificado que alguma desta pratee localiza ha membrana do

vacuolo digestivo do parasita (Bhisutthibledral.,1999).

Recentemente foi proposto outro mecanismo de adgaseado na alteracdo do
armazenamento intracelular de calcio através daicip da actividade da enzima
ATPaseC& do Plasmodiumcodificada pelo genpfATPase§Eckstein-Ludwiget al,
2003). A artemisinina possui uma estrutura semelhantepsigargina, um inibidor
especifico da enzima reticulo sarco/endoplasm&fied ATPase (SERCA). Deste
modo foi colocada a hipotese que a artemisininppidede activada, se comportasse
como um inibidor especifico da SERCA @&o falciparum.A PfATPase6 € a Unica
ATPaseC4& do tipo SERCA identificada no genoma @tasmodium tendo sido
expressa em oocistos dé&enopus laevispnde foi avaliada a actividade de varios
derivados de artemisinina. Foi demonstrado quetemasinina inibe o ortdlogo do
SERCA noPlasmodium falciparunfPfATPase6) em oocistos d&enopus laevieom
eficacia semelhante a tapsigargina, evidencian@oagartemisinina actua por inibicao
da PfATPase6 (Eckstein-Ludwegg al., 2003).

Por outro lado a artemisinina e derivados formagacibes covalentes com quatro
proteinas parasitarias associadas a membranaamidica possibilidade de que a
inibicdo de proteinas adicionais também pode desehgy um papel na morte do
parasita (Krishnat al, 2004).
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|.5.2 — Mecanismo de resisténcia

[.5.2.1 — Evidéncias de estudos eRlasmodium spp

O mecanismo de resisténcia a artemisinina e dersvado é completamente conhecido.
No entanto, os gengxdcrt, pfmdrl, pftctp, pfATPase6e pfubp-1tém sido investigados

no contexto da modulagéo da susceptibilidade énésiteina e seus derivados.

1.5.2.1.1 — Genegfcrt

O gene pfert (Plasmodium falciparum Chloroquine Resistance Transp geng
codifica a PfCRT, uma proteina integral da memhbrdea48,6 kDa. Originalmente foi
descrita como sendo canais ou transportadores nmmtd0 putativos dominios
transmembranes (Fidockt al, 2000). Posteriormente, foi referido que a praei
designada de PfCRT pertence a super-familia dospoatadores de drogas/metabolitos
(Martin et al, 2003; Tran & Saier, 2004; Martin & Kirk, 2004).

Vérios estudos demonstraram que este gene desempenhpapel importante na
resisténcia d®. falciparuma cloroquina, nomeadamente a mutggf@o K76T (Fidock

et al, 2000; Wellems & Plowe, 2001; Sidlat al, 2002). A mutacdo chave (K76T)
responsavel pela resisténcia a cloroquina enceetiacalizada no primeiro dominio
transmembranar predito, regido da proteina impdiczal selectividade para o substrato
(Sidhuet al, 2002; Martin & Kirk, 2004).

No contexto da modulagcdo da susceptibilidade an@teina e seus derivados estudos
de transfeccdo genética demonstraram que deterasinatutacdes no gengfcrt
aumentam a susceptibilidade a esta classe de d#niitoa, especificamente a
artemisinina e dihidroartemisinina (Sidetial, 2002). No entanto, a sua importancia

em populacdes naturais Bafalciparumnao foi confirmada (Jambat al, 2005).

[.5.2.1.2 — Gengfmdrl

O genepfmdrl, Plasmodium falciparum Multidrug Resistance getwealizado no
cromossoma 5, codifica uma proteina transportadmway 162 kDa, dependente de

ATP, pertencente a super-familia AB&TP — Binding CasselteEsta proteina, a Pghl
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(P-glicoprotein homologue)l esta localizada na membrana do vacuolo digestovo

parasita (Cowmast al, 1991).

Este gene tem sido relacionado com a resisténci@ries antimalaricos, como
cloroquina, amodiaquina, mefloquina e artemisimreeus derivados. Podendo modular
a susceptibilidade aos diversos antimalaricos p@ mhecanismos: amplificagdo génica
e/ou mutacdes na sequéncia do gene (Duraigimgbwman, 2005).

No caso especifico da artemisinina e seus deriyadosce existir uma forte associacéo
entre amplificacdo do gengfmdrl a forma selvagem do gene e a diminuicdo da
susceptibilidade aos derivados da artemisinina @mlpcdes naturais de falciparum
suportado por estudos genéticos (Duraisingh & Cawr805). Estudos realizados em
populacdes naturais dRe falciparumverificaram uma correlacdo entre a diminuicdo da
susceptibilidaden vitro a artemisinina e artesunato e 0 aumento no nludepias

do genepfmdrl (Priceet al.,1999; Pickarcet al.,2003; Priceet al, 2004). Um estudo
recente revelou que a disrupcéo genética¢k-out do n° de copias de 2 para 1 do
gene pfmdrl na estirpe resistente a mefloquina FCB resultom raumento da
susceptibilidade a artemisiniimavitro, reforcando a ideia que o numero de cépias deste
gene possui capacidade de modular este fendtipgby$t al, 2006). Adicionalmente,
mutacfes pontuais no gepndrltém sido associadas a mudancas de susceptibilidade
dos parasitas de malaria a artemisinina (Duraisiighl., 2000a; Duraisingtet al.,
2000b; Pickareet al.,2003; Sidhwet al.,2005).

1.5.2.1.3 — Gengoftctp

O genepftctp codifica uma proteina homologa da TCTRargslationally controlled
tumor protein em P. falciparum. Foi referida como potencial alvo da artemisinina
(Bhisutthibharet al.,1998).

O envolvimento deste gene na resisténcia a artemasie seus derivados foi
pressuposto apos a realizagdo dum estudo com esstdeP. yoelli resistentes a
artemisinina seleccionadas a partir de progenitgasiveis, em que estas apresentaram
uma quantidade significativamente maior de protdi@d P relativamente as estirpes

parentais sensiveis (Walker al.,2000). Contudo o fenétipo de resisténcia demoustro
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ser instavel, o que ndo permitiu estabelecer utag&e inequivoca entre o gepigctp e

o fendmeno de resisténcia.

1.5.2.1.4 — Geng@fATPase6

O genepfATPase6codifica uma ATPase@atipo SERCA doPlasmodiumque foi
recentemente proposto como um principal alvo terdp® dos derivados da
artemisinina (Eckstein-Ludwigt al.,2003).

A teoria mais consistente sobre 0 mecanismo que puzbular a susceptibilidade da
artemisinina sugere que a resisténcia dependetegies na ATPasetado tipo
SERCA doPlasmodium falciparurfiUhlemanret al, 2005; Jamboet al, 2005).
Uhlemannet al. demonstraram que alteraces em aminoacidos deimaoPfATPase6
modulam a susceptibilidad@ vitro & artemisininanum sistema heterdlogo, tendo
verificado que a acc¢do inibitéria da artemisinina actividade da PfATPase6 em
oocistos deXenopus laevig influenciada por mutagénese dirigida (L263E)I€¢dtann

et al, 2005). Recentementi identificada uma mutacdo, S769N, no gefitTPase6
em 6 de 7 isolados da Guiana Francesa, com redsmsizeptibilidaddan vitro ao
artemeter: esses isolados apresentavam uma médodes de IC50 20 vezes superior
ao valor maximo apresentado pelos outros isolagasdados. Foi sugrido que esta
mutacdo evita que o0s derivados da artemisininarfiraiem nas alteracbes da
conformacdo da proteina necesséarias para a swaadd(Jambouet al, 2005). Esta
descoberta veio reforcar a ideia de que a protBidd Pase6 estard envolvida na

resisténcia a artemisinina e derivados.

1.5.2.1.5 — Gengfubp-1

O genepfubp-1codifica uma protease ubiquitina-especifica,Rerfalciparum(UBP-1).

Um estudo realizado em estirpesRlasmodium chabaudi chabauddom resisténcia a
artemisinina geneticamente estavel, anteriormertecdonadas por Afonset al.
sugeriu este gene como potencial modulador da piiisdidade as artemisininas.
Tendo sido identificada no clone resistente acsartato uma mutagéo V739F, no gene

ortélogo depfubp-lem P. chabaudi(Hunt et al, 2007). No entanto, a pesquisa dessa
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mutacdo em duas linhas ddasmodium falciparuncom baixa susceptibilidade a
artemisinina, revelou a sua inexisténcia. De ngter o fenétipo de resisténcia ndo era

geneticamente estavel (Hwettal, 2007).

[.5.2.2 — Evidéncias de estudos em outros sistenmaslogicos

Os genescodificantes de proteinas envolvidas nos mecanisieoslefesa dstress
oxidativo estdo implicados na resisténcia aos ddds da artemisinina noutros sistemas

biolégicos.

Alguns estudos realizados em linhas celulares taimwerificaram que a expresséo de
genes antioxidantes afecta a resposta ao artes{itféacth et al, 2003a; Efferthet al,
2003b). Num estudo de comparacdo da expressédo ll@sanRNA de genes
antioxidantes em 55 linhas celulares tumurais cdferahtes valores de IC50 para o
artesunato, foi observado que a expressdo da ¢ixired redutase possuia uma
correlacéo positiva significativa com os IC50s d@sunato e a expressao da catalase
estava inversamente correlaciona®a<Q,05) (Efferthet al, 2003b). Outro estudo
demonstrou que a expressdo de mRNAy-dgutamil-cisteinil sintetasey{GCS) e da
glutationa S-transferase (GST) tinham uma correlaggnificativa P <0,05) com a
resposta ao artesunato nas linhas de células tisrestmdadas (Effertat al, 2003a).
Efferth & Volm, verificaram que a resisténcia ateaunato na linha celular MSV-HL13
foi completamente revertida quando se utilizou oridor day-GCS, o que provoca a
deplecéo do conteudo celular de GSH e foi parcialenesvertida quando se utilizou
um inibidor da GST (Efferth & Volm, 2005). Com basestes estudos foi concluido
gue ostressoxidativo e 0s genes antioxidantes desempenharpap®l importante na

actividade do artesunato contra as células tum¢Eéfisrth, 2005).

Em Schistosoma japonicyra concentracdo parasitaria de GSH e as enzimas/efas

no mecanismo de defesa dtvessoxidativo estdo implicadas na accéo/inibicdo dos
derivados da artemisininXiao et al verificaram que o artemeter inibe a actividade da
GST e da SOD (Xiaet al.,2002). Noutro estudo foi observado que a Glutati@SH)
inibe a actividade anti-schistosoma do artemeteai@ al.,2002).
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|.5.3 — Resisténcia a artemisinina em laboratorio

A resisténcia a artemisinina tem sido induzida erpentalmente por varios grupos de

investigadores, utilizando queiPo falciparumquer modelos murinos de malaria.

A primeira tentativa de seleccionar estirpedPddalciparumresistentes a artemisinina
foi realizada em 1985 por Inselburg, recorrendomaagente mutagénico denominado
MNNG (Inselburg, 1985). Posteriormente, resistériciartemisinina e artesunato foi
induzida em estirpes d@. bergheisensiveis a cloroquina, e em estirpesPdgoelii
resistentes a cloroquina, através de pressao dm,dnwas verificou-se que o fenétipo
era revertido quando se retirava a pressao da rRejars & Robinson, 1999; Xiai

al., 2004). Recentemente Afonsbal. seleccionaram estirpes B&asmodium chabaudi
chabaudicom resisténcia a artemisinina e artesunato gemeéinte estavel. O parasita
foi submetido ao crescimento na presenga concémasacrescentes de artemisinina e
artesunato, tendo-se obtido uma resisténcia 15sv@agor no caso da artemisinina e 6
vezes maior no caso do artesunato. Subsequentenmestés parasitas foram
transmitidos por mosquitos do génekaophelese apds varias passagens sem droga
permaneceram resistentes (Afors@l.,2006).

Neste momento o grande desafio € seleccionar estdpP. falciparumresistentes a
artemisinina, com resisténcia estavel, de moddualase aprofundar os conhecimentos

sobre mecanismos de resisténcia.

[.5.4 — Resisténcia a artemisinina em populacdestngais de P. falciparum

A resisténciain vivo & artemisinina e seus derivados ainda ndo exxtatudo ha
evidéncias de que o risco do seu aparecimentol.éNaaChina, onde os derivados da
artemisinina sdo utilizados ha mais de uma décadéama escala em monoterapia, a
susceptibilidadan vitro do P. falciparumao artesunato diminuiu significativamente
entre 1988 e 1999, de onde o IC50 triplicou e a Nbi@centracdo minima inibitoria)
duplicou (Yanget al, 2003). No Vietname, onde também se utilizout@naisinina em
monoterapia, o IC50 da artemisinina manteve-sevelsthtre 1998 e 2001, mas o IC90

e 1C99 duplicou e quadruplicou, respectivamenteofiduet al, 2001).
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Foram descritos casos de suspeita de falha terepé&tos tratamento com derivados
de artemisinina: dois na Tailandia, dois na indguatro na Serra Leoa (Luxemburger
et al, 1998; Gogtagt al, 2000; Sahet al, 2001; Singh, 2002).

Recentementenum estudo realizado por Jambeu al. na Guiana Francesa, foram
encontrados isolados de. falciparum com reduzida susceptibilidade vitro ao
artemeter que apresentavam uma média de valor&350e20 vezes superior ao valor
maximo apresentado pelos outros isolados estudaglomn 6 de 7 isolados foi
encontrada uma mutacdo (S769N) no geidd Pase§Jambouet al, 2005), tal como

referido anteriormente.

Falha terapéutica ou valores de 13BWitro elevados ndo sao suficientes para declarar
a existéncia de resisténcia vivo. No entanto, o primeiro alerta de possivel
aparecimento de resisténamvivo pode ser a diminuicdo da susceptibilidateitro.
Deste modo, os estudos de susceptibilidadetro sdo de extrema importancia para se
efectuar uma vigilancia adequada da eficacia ddsnaléaricos em uso nas areas
endémicas e evitar a disseminacdo rapida da nesigtéAssim, e tendo em conta a
importancia dos derivados da artemisinina, intégsadas novas politicas terapéuticas
dos paises com maléaria, durante este trabalho foedectuados estudos de
susceptibilidaden vitro com derivados da artemisinina em populacfes natdesP.
falciparum provenientes de trés zonas endémicas: Ruandajpétggo da Republica
Democrética de Sdo Tomé e Principe e Estado do $tarado no norte do Brasil. Um
sumario das caracteristicas epidemiolégicas de oata destas areas € descrito nas

seccoes seguintes.
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1.5.4.1 — Ruanda
O Ruanda localiza-se na Africa sub- o

- y / o
Sahariana. E um pequeno pais //’J }

montanhoso, situado entre o Uganda, :
a Tanzania, o Burundi e a Republica .
Democrética do Congo (Figura 6). A | % ’"ﬁ?( :
sua capital é Kigali, tem 26340 km? o T

de superficie e aproximadamente 8

milhdes de habitantes. _ f\

E uma zona endémica de malaria, 1%
sendo esta a maior causa de

morbilidade e mortalidade,

UGANDA

responsavel por 43% de todas as DEM. REP.
OF THE
mortes e 40% das consultas nos CONGO

centros de saude. Em 2005 foram

tratados nos centros de saulde Rukarae

publicos, 1,5 milhdes de infectados L L KIGALI
_ wKibuye! :

com malaria ndo complicada, sendo “Gitarama | Kibungo

que este ndmero ndo representa o o
total de infectados, visto que s6 32% [ ' B ek
da populacao utilizaram os servigos
de saude (Ross, 2005).

Figura 6 — Mapa do Ruanda

O Plasmodium falciparuné a principal espécie responséavel pela infeco@adas os

principais vectores Anopheles FunestusoAnopheles Gambiae.

A transmissao de malaria ocorre entre o més der&ievee 0 més de Novembro, nas

~ ~ 7

partes oriental e sudoeste do pais. Essa transmsésaé uniforme, sendo estavel nos

vales com alguns picos sazonais. Nas montanhasniissao € instavel com alguns

distritos em elevado risco de epidemias (Ministirda Santé, 2004).
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A incidéncia de malaria tem aumentado nos Ultinmussadevido a varias razdes tais
como alteragbes ambientais, aumento da densidagelgemnal, aumento das
movimentacfes da populacdo devido a guerra, aungentemperatura média anual e

aumento da resisténcia a cloroquina (Rwagacenad, 2003).

Até ao ano 2000, a cloroquina e a sulfadoxina-gtamina (SP) eram utilizados como
farmacos de primeira e segunda linha no tratameetamaldria ndo complicada,
respectivamente. No entanto, testesivo realizados entre 1999-2000 revelaram falha
terapéutica com estes farmacos que foi em alguegges superior a 50%, o que levou
em 2001 a alteracdo da politica terapéutica. Acteate, os antimaléricos utilizados
como primeira linha no tratamento da maléria ndoplizada consistem na combinacao
terapéutica amodiaquina+SP, sendo a combinacéao iaguath+artesunato utilizada

como alternativa e o quinino utilizado na malarave (Tintoet al.,2006).

Em 2003 Tintoet al. realizaram um estudo de susceptibilidateritro a cloroquina,
monodesetil-amodiaquina  (metabolito activo da ammuina), quinino e
dihidroartemisinina em isolados provenientes dondaa A escolha destes farmacos,
foi devido a estes integrarem o0s protocolos dearttahto da malaria actualmente
implementados e, no caso da cloroquina, para deterra sua resisténcia cruzada com
os outros farmacos. Verificaram que 45% da popolagéarasitaria estudada era
resistente a cloroquina, sendo a média dos IC5Rdivas a dihidroartemisinina,
quinino e monodesetil-amodiaquina significativareentnaior para o0s isolados
resistentes a cloroquina do que para os isoladmdv&s a cloroquinaP&0,05), tendo-
se também verificado uma correlacdo positiva earerespostas aos antimaléaricos
testados B <0,005, o que evidéncia uma resisténcia cruzadavitro entre os

antimalaricos (Tinteet al.,2006).
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[.5.4.2 — Republica Democrética de Sdo Tomé e Pripe

O arquipélago da Republica Democrética de

S&o Tomé e Principe localiza-se no Golfo da— 1r
Guiné, a cerca de 300 km da costa do Gabaé) /
(Figura 7). E composto por duas |Ihas

principais, S8o Tomé e Principe, distando d@hﬁﬂ{/ ’/Q\

140 km, e varias ilhotas, abrangendo um total }T‘“

d

de 964 km?. Do total da populagao, cerca de =

131.000 vivem em S&o Tomé e 6.000 no ' L\[&%’/
Principe. A maioria da populagcdo vive na ?

zona costeira, com cerca de 60% concentrada

num raio de 10 km da capital, Sdo Tome.

m‘léu Bombom
llha do Principe! «santo Antonio
. , . . , . théu Carogo
O clima é tropical, quente e muito humido Tinhosa Pequena

Tinhosa Grande

com uma temperatura média anual de 25°C|e
humidade relativa de 80%. A época day
chuvas estende-se desde Setembro a Maio ¢ a
pluviosidade anual varia entre 1000 e 7000

lihéu das Cabras

mm. Neves,

#®.  (lha de
SAQ TOME Sao Tomé

“Santa Cruz

A malaria em Sao Tomé é endémica, continug ibéu das Rélas

sendo um dos maiores problemas de saude

publica, responsavel por 68% das Figura7—Mapada RDSTP
hospitalizacdes e 48% do total das mortes

(Teklehaimanot, 2003).

Nestas ilhas existem as 4 espéciefldsmodiumsendo 90% das infeccdes devido ao

P. falciparum O mosquitoAnopheles gambiae s.8.0 responsavel pela transmissao

(Pintoet al, 2000).
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As dificuldades sbécio-econdmicas associadas aoinmwdequado dos antimalaricos
contribuiram para a rapida disseminacdo da resistédo P. falciparum aos
antimalaricos, levando a uma maior dificuldade ontimlo da doenca.

Até ao ano 2004 o antimalarico utilizado como pitenénha no tratamento de maléaria
nao complicada era a cloroquina, e como segunba arsulfadoxina-pirimetamina.
Estudosin vitro e in vivo mostraram uma elevada prevaléncia da resisténcia a
cloroquina e a sulfadoxina-pirimetamina (Lopetsal, 2002a; Cravecet al, 2004).
Actualmente estdo a ser introduzidas as combinatgapéuticas com derivados da

artemisinina, mais especificamente a combinacaamgoina-artesunato.

|.5.4.3 — Brasil, Estado do Para

O Estado do Para € uma das 27 unidades
federativas do Brasil. E 0 segundo maior . N\,

=

estado do pais com uma extensdo de

1.253.164,5 km2 e esta situado no centro .

da regido norte tendo como limites o - - ' lF
Suriname e o Amapa a norte, o oceano
Atlantico a nordeste, o Maranhéo a leste,
Tocantins a sudeste, Mato Grosso a sul, 0 %

Amazonas a oeste e Roraima e a Guiana J[

noroeste (Figura 8). Pertence a Amazédnial

legal e a sua capital € Belém.

O Pard possui um clima tipicamente
tropical, com uma temperatura média
anual de 24°C e humidade relativa de
85%. A época de chuva estende-se dg

Dezembro a Maio e a época seca de Junh

a Novembro. A média anual defigyra 8 — Mapa do Estado do Pard, Brasil
pluviosidade é aproximadamente 2500

mm.
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A malaria é endémica no Brasil, actualmente a tnés®io estd basicamente restrita a
Amazobnia legal (Acre, Amapa, Amazonas, MaranhdotoMarosso, Para, Rondonia,
Roraima e Tocantins). Nos Estados fora da regid@az&mica, o risco de transmissao
local é pequeno ou ndo existente e a quase tatalides casos dwealariaregistrada €

importada da Amazonia legal ou de outros pais@s;ipalmente de Africa.

No Estado do Para, em 2005 foram registados 122c44@s de malaria, sendo o
segundo Estado mais afectado por malaria, s6 alisaplo pelo Estado do Amazonas
(Ministério da Saude, 2006). A infeccao porvivaxé prevalentem aproximadamente
80% dos casos, mas B. falciparum estd presente em toda a area onde existe
transmissao de malaria (Vasconcedoal.,2000).

A incidéncia de maléria na regido Amazonica tementado nos ultimos anos, sendo
as movimentacdes populacionais, relacionadas comjeqbos agro-pecuarios,
construcdo de rodovias e hidroeléctricas e convidaties de garimpo e mineracéo
desenvolvidos nessa regido, o principal respongaiel aumentdVasconcelost al.,
2006). Este movimento migratério desordenado diicwo controlo da maléria,
permitindo um enorme afluxo de pessoas ndo-imuaesdreas de elevada transmissao.
Além disto, permite o refluxo de individuos com rdeccdo para regides onde a
transmissdo da malaria fora interrompida possiitib, eventualmente, sua re-

introducédo (Alecrinet al., 2006).

Até 2005 a terapéutica utilizada como primeira dinfto tratamento de maléria ndo
complicada porP. falciparumno Brasil era quinino e doxiciclina durante tréasd
seguido de dois dias s6 com doxiciclina e primaguio sexto dia. Como segunda linha
era utilizada mefloquina em dose Unica e primaguoasegundo dia. Actualmente
numa tentativa de impedir o aumento da resistédeid) que na regido Amazonica ja
foi descrita resisténcia d@. falciparuma cloroquina (Vieirat al.,2004), a mefloquina
(Calvosaet al., 2001), ao quinino (Zali®t al., 1998), a sulfadoxina-pirimetamina
(Corteseet al., 2002) e a combinacéo terapéutica quinino+doxiwcl{Leal et al.,
2003), a terapéutica paka falciparumesta a ser alterada para o uso de combinacdes
terapéuticas com derivados da artemisinina. Undestecentemente realizado mostrou
que a combinacédo terapéutica artemeter+lumefanteimauma eficacia total, além de

ser um tratamento seguro e bem tolerado (Aleetial, 2006).
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I.5.5 — Identificacdo de mecanismos de resisténcéaartemisinina: importancia e

estratégias

Identificar e compreender 0s mecanismos resporsged aparecimento de resisténcia
€ de extrema importancia visto que esta tem surgidis rapidamente do que o

desenvolvimento de novos antimaléaricos, o que utficcada vez mais o combate a
malaria. Conhecer as bases moleculares da resestéaz vantagens evidentes tais
como a monitorizacdo da resisténcia aos antimakricecorrendo a técnicas

moleculares que circunda o uso de técnicas maisgasre dispendiosas. Por outro lado
conhecer o alvo mutado que confere resisténcidaago desenho racional de potenciais

derivados desse farmaco que contornem essa mugagiam eficazes.

Resisténcian vivo de P. falciparuma artemisinina e seus derivados ainda néo existe,
mas nenhum farmaco ficou livre de resisténcia paitoviempo e existe o perigo real do
uso inadequado e sem controlo poderem facilitauossirgimento. Recentemente foram
fornecidas evidéncias que suportam a possibilidddeque surja resisténcia aos
derivados da artemisinina, nomeadamente a seledgiaesisténcia estavel em
P.chabaudiAfonsoet al, 2006) e a observacao de resisténtiatro ao artemeter em

P. falciparumda Guiana Francesa (Jamledal, 2005).

De modo a salvaguardar a eficacia da artemisinisaus derivados, é necessario que
varias propriedades desses farmacos sejam compmtasndprincipalmente as
relacionadas com a aquisi¢cao e desenvolvimentesist&éncia nos parasitas.

Uma das estratégias usadas para investigar meanidenresisténcia a antimalaricos,
consiste em gerar mutantes farmaco-resistentescgmiados a partir de clones
farmaco-sensiveis (Carltoret al, 2001). Assim, os clones farmaco-resistentes
resultantes e os clones farmaco-sensiveis sao igganente idénticos (isogénicos),
excepto para os factores que determinam a res@t@&oc farmaco. Deste modo, é
possivel identificar genes responsaveis pela ésgigt através de estratégias

moleculares.

Em P. falciparum a obtencédo de parasitas resistentes de fen&ipoet por pressao de
artemisinina nao tem tido sucesso. Foi postulade gsta observagdo se deve

essencialmente ao facto do nimero de parasitated@snuma culturan vitro ser
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insuficiente para que se possa encontrar um mutgrggossua o alelo (s) que permita
0 seu desenvolvimento numa concentracdo de farmmagior. Para aumentar a
probabilidade de seleccionar mutantes resistertds pumentar-se a taxa de mutagao,
por exemplo através da exposicdo dos parasitas agente mutagénico, antes da
seleccdo por pressdo de farmaco. O agente mutagéNic metil-N -nitro-N -
nitrosoguanidina, ja foi utilizado com sucesso elecdo de mutantes &e falciparum
resistentes a farmacas vitro (Thaithonget al, 1992). Por outro lado a utilizacdo de
clones deP. falciparumja resistentes a outros antimalaricos como matbr@bgico
inicial podera facilitar o sucesso da seleccdo ymrgevido ao fenotipo ARMD
(Accelarated Resistance to Multiple Dryigs parasitas poderdo ser mais receptivos ao

desenvolvimento de resisténcia (Cratal, 2003).

A identificacdo e o estudo de genes responsavésresisténcia podem basear-se em
aproximacdes distintas, tais como: i) procura dePSNkKecorrendo a PCR-RFLP ou
sequenciacdo directa de DNA (Ferredtaal., 2007); ii) observacédo de alteracdes na
expressao ou no n° de copias de genes utilizand € tempo real (Ferreiet al.,
2004; Ferreiraet al., 2006); iii) DNA microarrays (Bozdech et al, 2003); iv)
observacdo de alteracdes na expressao de protafaaés de estudos de protedmica
(Cooper & Carucgi2004). Recentemente foi desenvolvida uma técnasminada
Linkage Group Selectiomue permite detectar mutaces num ou varios genes
parasitas farmaco-resistentes sem uma ideia piEebma sobre os genes envolvidos
(Culletonet al.,2005).

Numa tentativa de identificar potenciais mecanisg®sesisténcia a artemisinina e seus
derivados, no decorrer deste trabalho foram estsdadrios genes, que incluiram
candidatos previamente apontados como potenciaikiladores de susceptibilidade a
artemisinina e derivadogf¢rt, pfmdrl, pftctp, pfATPasebpfubp-) bem como genes
que codificam proteinas envolvidas nos mecanisneslafesa astressoxidativo,

propostos no ambito deste estugds¢dl, pfgst, pfcs, pfgr, pfgpx, pftrxl, pftrx2 e
pfprx).
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1.6 —OBJECTIVOS

Inserido no contexto da problematica da resistéaocm antimalaricos e dum possivel
surgimento de resisténcia a artemisinina e seusades, este trabalho teve como
finalidade investigar diversos aspectos do fendtgogenotipo de resisténcia a
artemisinina e seus derivados Blasmodium falciparumPara tal, foram contemplados

0S seguintes objectivos cientificos especificos:

e Seleccionar in vitro parasitas dePlasmodium falciparumresistentes a

artemisinina.

* Realizar um estudo multicéntrico de avaliagdo dscesptibilidadein vitro aos
derivados da artemisinina em popula¢des natura®asmodium falciparunde

Africa e América do Sul.
* Realizar uma andlise genéticaultiiocus para identificacdo de potenciais

mecanismos de resisténcia a artemisinina e seuwades, na estripe

seleccionada e nas popula¢cfes naturaRlaEmodium falciparum
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MATERIAL E METODOS

No intuito de facilitar a apresentacdo deste chpiaste sera dividido em 5 secc¢des:

II.1 — Definicbes

II.2 — Material biolégico e antimalaricos

[I.3 — Analise genética

[I.4 — Estudos de avaliagao da susceptibilidadétro aos derivados da artemisinina e
amodiaquina em popula¢cdes naturai®délciparum

II.5 — Seleccédn vitro de parasitas de. falciparumresistentes a artemisinina

1.1 — DEFINICOES

Alelo: Forma alternativa de um gene que determina a eswede uma caracteristica

particular, pode referir-se a forma selvagem oma torma mutante.

Allele-specific PCR PCR modificado que permite a amplificacdo espmcifilum

determinado alelo que difere por exemplo num sd@pdrases.

Aminoacido: Unidade fundamental das proteinas. As proteinasceastituidas por

cadeias de centenas ou milhares de aminoacidoslérap

Amplicdo: Sequéncia amplificada no processo de PCR.

Background Fluorescéncia ndo especifica da reaccéo, devidexsnmplo a presenca

de elevada quantidade de DNA de cadeia dupla geage com &YBR Green |

Baseline Ciclos iniciais do PCR em tempo real durante osig| ndo se verifica
alteracéo significativa no sinal de fluorescénaiarifhalmente vai do ciclo 3 ao 15).

Bioinformatica: Uso de matematica aplicada, informatica, estasisé ciéncia da

computacdo para estudar sistemas biolégicos. Agipdis areas de pesquisa incluem
alinhamento de sequéncias, descoberta de genetagaonde genomas, alinhamento e
previsdo da estrutura proteica, previsdo da exfoegenica e interaccbes proteina-

proteina
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Calibrador: Amostra de referéncia utilizada na quantificagélativa, com a qual séo
comparadas todas as amostras em andlise. Por exengallibrador na estimativa do n°

de cdpias tem de possuir uma Unica copia de caua ge

Clonagem: Producao de um grupo de células ou organismosigamente idénticos
descendentes de um mesmo individuo por reprodssix@al; producao de clones.

Clone: Conjunto de parasitas @asmodiuntalciparumderivados de Unico individuo
por reprodugcdo assexual, representa uma populagi@adasitas geneticamente
idénticos.

Cromossomas:Estrutura genética auto-replicante que contém é Dé&lular.

Ct (Threshold Cyclg Ciclo em que a curva de amplificacdo cruza a liftnaeshold A
linha Threshold representa 0 ponto em que a reac¢do atinge ureasidade de
fluorescéncia superior a ddbackground localiza-se na fase exponencial de

amplificagéo.

Curva de amplificacdo: Curva que representa a variacdo da quantidadecide a
nucleico durante a fase exponencial do PCR em temalp desenhada a partir do

grafico de amplificagdo: numero do ciclo vs sinafldorescéncia.

Curva de dissociacdoCurva obtida no final do PCR em tempo real quandparelho
aumenta progressivamente a temperatura resultandissociacdo das cadeias de DNA
e diminuicdo da fluorescéncia. A diminuicdo de rfaszéncia e Temperatura de
dissociacdo da cadeia dupla de DNA é registadasentiada a respectiva curva de
dissociacdo. Quando se utili&/BR Green, lassim que o fragmento é aquecido, uma
subita diminuicdo na fluorescéncia é detectada duanTm € atingida (devido &
dissociacdo das cadeias de DNA e libertacd8¥YIBR Green)l Este ponto € o pico de

dissociagao ou pico deelting

Cultura in vitro: As culturas tém por finalidade manter as céluigas/e assegurar a

sua proliferacdo ou desenvolvimeimovitro, em condi¢cdes controladas.
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ACt: Diferenga entre o valor d6t do gene alvo e o valor dot do gene normalizador
(housekeeping gejjeA\Ct = Ct gene alvo -€tgene normalizador.

AACt: Diferenca entre o valor da média d€t da amostra em anélise e o valor da
média doACt do calibradorAACt = ACt amostra em analiseA€t calibrador.

Dimeros deprimers Dois primersque se ligam formando uma regido de cadeia dupla
devido a complementaridade das suas sequénciasliggstdo diminui a eficiéncia da

reaccdo de PCR.

Eficiéncia (E): A eficiéncia de amplificacdo da reaccdo de PCR empb real é
calculada pela equacdo EZ1(**"V®- 1 x100. A reaccado deve ter uma eficiéncia entre
90-100%.

Eficiéncia relativa: Comparacéo das eficiéncias das reaccdes de arapébh do gene
alvo e do gene normalizador. E verificada pelouélco valor absoluto do declive da

recta (|m[), sendo que a eficiéncia relativa éntgptjuando |m| <0,1.

Enzima de restricdo: Sdo enzimas que actuam como uma espécie de fbggugético,
reconhecendo uma sequéncia especifica de basesnmolé@ula de DNA, e clivando a
molécula naquela sequéncia ou préximo dela. A sem@éde reconhecimento é
chamada de local de restri¢ao.

Fenadtipo: Conjunto das propriedades visiveis ou quantificivl um organismo ou

célula, em funcdo do seu gendétipo. O fendtipo deowganismo manifesta-se como
resultado de factores genéticos e ambientais. Assipanismos que possuem 0 mesmo
genotipo podem apresentar diferentes fenétiposddevia factores ambientais. Da

mesma forma, organismos com o mesmo fendtipo paelegenotipos diferentes.

Hematdécrito: Volume ocupado pelas hemaceas num determinadoneotie sangue,

em percentagem.

Haplotipo: Conjunto de marcas genéticas.
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Gene: Unidade de informacado hereditaria que correspondma sequéncia de acido
nucleico contendo informacao relativa a uma deteada cadeipolipeptidica ou a um
RNA estavel, como rRNA ou tRNA.

Gene normalizador (housekeepinggend: Gene em que o0 seu n° de copias e/ou a sua
expressdo é constante em todas as amostras agnaligue permite a normalizacéo

guantitativa dos dados do PCR em tempo real.

Genes ortélogos: Genes equivalentes em espécies diferentes que ivoludum

ancestral comum por especiacao.

Genoma: Conjunto de material genético de uma célula, étoonjunto de todos os

genes que um dado organismo contém nos seus cromase nas mitocondrias.

Gendtipo: Conjunto dos factores genéticos responsaveis pplreamento das
caracteristicas especificas do fendtipo, correspandsequéncia dos nucleétidos no

genoma de um organismo.

Isolado: Conjunto de parasitas d@asmodiumfalciparum colhidos a partir de um

individuo infectado. Um isolado pode conter maigjde uma populacéo parasitaria.
Mismatch primers Sao utilizados na analise de polimorfismos quepgmitem locais
de restricdo naturais. E introduzida uma base raugadxima de 3’ que vai criar um

local de restricao artificial ou permitir a ampidicdo especifica dum determinado alelo.

Mutacao: Alteragdo permanente e transmissivel hereditangenea sequéncia do &cido

nucleico constituinte de um genoma.

Mutacdes pontuais: Mutacdes que afectam uma posicdo Unica da sequéecia

nucleétidos de um determinado gene.

Populacao: Conjunto de individuos da mesma espécie que vivemanarea e num

momento determinado, mantendo entre si uma cetépéndéncia.
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Primer: Cadeia curta de oligonucle6tidos complementar dsewaéncia especifica do
DNA alvo, a qual novos nucleotidos podem ser adailws pela ac¢do da enzima DNA

polimerase.

Proteinas homologasProteinas que evoluiram a partir dum ancestral ognausua
relacdo evolucionaria é evidente pelas semelhanaassequéncias, estrutura e/ou

funcéo.

SequenciacaoDeterminacgdo da ordem dos nucleétidos num &aidteito.

Rn: Sinal de fluorescéncia normalizado. A normalizagd obtida dividindo a
intensidade de fluorescéncia emitida pek¥BR Green Ipela intensidade de

fluorescéncia emitida pelo fluoréforo de referérpaasivo.

Temperatura de dissociacdo ou Temperatura denelting (Tm): Temperatura a qual
50% do DNA de cadeia dupla se torna em DNA de easienples. Cada molécula de
DNA de cadeia dupla tem a stlim especifica, que depende do comprimento da cadeia
e do seu conteudo em G e C.

Tabela 4 — Aminoacidos e seus simbolos

Simbolos Aminoacido 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 lle Isoleucina \ Val Valina
K Lys Lisina W Try Triptofano
L Leu Leucina Y Tyr Tirosina
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1.2 — M ATERIAL BIOLOGICO E ANTIMALARICOS

[1.2.1 — Clones de referéncia d€lasmodium falciparum

Neste trabalho foi utilizado como modelo experimérm parasitaP. falciparum
mantido em culturén vitro e crioconservado no Laboratério da UEI Malariant@ede
Malaria e Outras Doencas Tropicais L.A. Os clones réferéncia utilizados,
previamente caracterizados fenotipicamente relagvde a sua susceptibilidade a

diversos farmacos foram os seguintes: HB3, 3D7 2 (Dedbela 5).

Tabela 5 — Clones de referéncia de. falciparum

Clone Origem Fenatipo
Sensivel Resistente
HB3 Honduras cloroquina
mefloquina -
quinino
3D7 Origem cloroquina
desconhecida mefloquina -
quinino
Dd2 Indochina cloroquina
- mefloquina
quinino

11.2.2 — Isolados dePlasmodium falciparum

Os isolados dé. falciparum,utilizados neste trabalho, foram colhidos em difiges
zonas endémicas de malaria: Ruanda, Republica Datitacde Sdo Tomé e Principe e

Brasil.

11.2.3 — Antimalaricos

Os antimalaricos utilizados neste trabalho foramargemisinina, o artesunato, o
artemeter e a amodiaquina.

A artemisinina e o artesunato foram doados pelaaRiiarma (Eeerse, Belgium) e o
artemeter foi doado pela Novartis. A amodiaquinaémuirida a Sigma-Aldrich.
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1.3 — ANALISE GENETICA

[1.3.1 — Genes analisados

Os genes analisados no ambito do presente esttfio representados na Tabela 6,
onde para cada caso se descreve a respectivazéméalicromossomica e o resumo da
andlise efectuada: pesquisa de polimorfismos poueeiacdo e/ou PCR-RFLP
(SNPs); estimativa do n°® de cépias do gene por B@Rtempo real (N° cépias);
avaliacdo dos niveis de expressdo do gene por ARGRempo real (Expressao);

pesquisa de polimorfismo de tamanho por PCR ouesmipcdo (Tamanho).

Tabela 6 — Genes analisados

Gene Abreviatura Cromossoma Pesquisa
actin (housekeeping) 3-actinl 12 -
multidrug resistance protein mdrl 5 SNPs

N° cépias

Expresséo
calcium-transporting ATPase (SERCA) ATPase6 1 SNPs

N° copias
histamine-releasing factor, putative tctp 5 SNPs

N° copias
glutathione peroxidase apx 12 N° copias
glutathione reductase gr 14 N° copias
glutathione S-transferase gst 14 SNPs

N° copias
gamma-glutamylcysteine synthetase gcs 9 Tamanho
fe-superoxide dismutase sodl 8 SNPs

N° cépias
trx peroxidase (2-Cys peroxiredoxin) trx1 14 SNPs

N° copias
thioredoxin peroxidase trx2 12 SNPs

N° copias
peroxiredoxin prx 7 N° cépias
chloroquine resistance transporter crt 7 SNPs
ubiquitin-specific protease ubp-1 1 SNPs

Tamanho
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[1.3.2 — Extrac¢ao de DNA

A extraccdo de DNA a partir do sangue em papellule flos isolados e dos clones de
referéncia deP. falciparum foi realizada utilizando um método de extraccam co
Chelex (Ploweet al, 1995). Sumariamente, foi colocado um pedacoagelpde filtro

contendo a amostra de sangue num tubo de esté&jbdal, devidamente identificado,
ao qual se adicionou 1ml saponina 0,5% em PBS @Mjncom incubacédo a 4°C
durante aproximadamente 12 horas. Efectuou-se w@awagém com PBS e nova
incubacdo a 4°C, durante 15 a 30 minutos apos hsguadicionou 5Qu de uma

solucdo de Chelea 20% (Biorad™). As amostras foram posteriormenteibadas a

100°C durante 10 minutos seguindo-se duas cerdagtes (10 000 x g/ 2 minutos): a
primeira com o objectivo de eliminar o papel dérdile a segunda para eliminar os
residuos de Chelex em suspensédo na amostra de BdNAmostras de DNA extraido

foram guardadas a -20°C.

[1.3.3 — Extraccao de RNA total

O RNA foi extraido a partir de cultura@s vitro ndo sincronizadas com uma parasitémia
de aproximadamente 10%. As amostras foram collidadrascos de cultura (Nunc™)
com pipetas esterilizadas, colocadas em tubos dallSarsted™) e posteriormente

armazenadas a -70°C.

A extraccdo de RNA foi realizada utilizandokh de extraccdo de RNA, AquaPure
RNA isolationkit da BioRad™, seguindo-se o protocolo recomendattofpbricante.
As solucbes utilizadas foram preparadas com agiestiiada tratada com DEPC, um
inibidor da actividade das RNAses (enzimas degtadade RNA). Todo o material
utilizado para manipulacdo das amostras, assim @srnmancadas de trabalho, foram

submetidos a um tratamento prévio com RNase [@DY&ibco™).

[1.3.3.1 — Verificagdo da integridade do RNA

A verificac@o da integridade do RNA antes da sentdis cDNA foi realizada pela sua

visualizagdo em gel de agarose a 1,5%. O gel desmga 1,5% foi preparado juntando
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agarose (Gibco™) a TBE 1X e dissolvendo por aquecim Apds dissolucgéo,
adicionou-se o brometo de etidio (Sigma™) a umaeamnacao final de 0,ag/ml. De
seguida prepararam-se as amostras adicionandopte@lRNA loading buffer(2X)
(Fermentad) a 3 ul de cada amostra de RNA e aquecendo-se a 70°Qiteutd
minutos. As amostras foram arrefecidas em gelo lecaglas no gel preparado
previamente. A electroforese ocorreu a 120 V/cnautigr aproximadamente 1 hora e o

gel foi visualizado num transiluminadBegle Eye li(Stratagene™).

11.3.4 — Sintese de cDNA

11.3.4.1 — Tratamento do RNA total comDNasel

Com o objectivo de eliminar o DNA contaminante dedm a evitar a sua interferéncia
nas reaccoes de PCR feitas a partir do cDNA shaigdi, as amostras de RNA foram
tratadas com 1U deéDNasel (Fermentas) e incubadas durante 15 minutos a
temperatura ambiente. A reacc¢do foi interrompida pdicdo de ul de EDTA 25 mM

(Fermentad ) e incubacgao a 65°C durante 5 minutos.

[1.3.4.2 — Transcrigao reversa

A transcricdo reversa (RT-PCR) do RNA para cDNA realizada num volume de
reaccdo de 2@Ql: a 10 pl de RNA tratado conDNasel foram adicionados Pl de
OligoDT;5 (Rochél) ao qual se seguiu um periodo de incubacdo denbtas a 70°C.
As amostras foram arrefecidas em gelo e adicioeodi4s de tampao M-MuLV-RT
(5x) (Fermentds), 1 pl RiboLock™ (40Ujul) (Fermentasl) e 2 ul dNTPs (10mM)
(Fermentad ), seguido de nova incubacédo de 5 minutos a 376Bseguentemente,
adicionou-se Jul de enzima M-MuLV-RT (200U /ul) (Fermentas e procedeu-se a
uma incubacdo a 42°C durante 60 minutos. Por fimgaacdo foi interrompida pela
inactivacao da enzima através de incubacéo a 7% 10 minutos. O cDNA obtido

foi armazenado a -20°C.
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A avaliagdo da quantidade e qualidade do cDNA saa@o e o controlo da eficiéncia
do tratamento conbNasel foi realizado por uma reaccdo de PCR, para a s@al

utilizou como molde o cDNA e o RNA tratado c@dMasel

[1.3.5 — Desenho deprimers

Para este trabalho foram desenhgutaserspara todas as reac¢cfes de sequenciacdo de
DNA, PCR em tempo real, ou PCR-RFLP. Para todosasss foi seguido o mesmo
procedimento base, descrito seguidamente. A badadies do genoma dlasmodium
falciparum disponivel em Plasmodium falciparum GeneDB
(http://www.genedb.org/genedb/malaria/blast.jsp),uttilizada para se acessar e retirar
as sequéncias de interesse que serviram como ipeide desenho de todospraners
utilizados neste trabalho. @simersforam desenhados manualmente para cada gene e
as propriedades principais relativas a sua secuéo@m avaliadas recorrendo a uma
interface informatica disponivebn-line Oligonucleotide Properties Calculator
(http://www.basic.nwu.edu/biotools/oligocalc.html)este modo, os seguintes critérios
fundamentais foram tomados em consideragao:

- Minimizac&o da probabilidade de ocorréncia de mlementaridade na sequénca
formacdo de hetero-dimeros ou homo-dimeros estéwtie osprimers bem como a
existéncia de auto complementaridade podem dimmuoéndimento e a especificidade
da reaccéo de PCR,;

- Tamanho da sequéncia gamer. oligonucleétidos com 18 a 24 pb tém tendéncia a
ser bastante especificos mantendo custo-efectizdad

- Temperatura denelting (Tm): temperatura de dissociacdo do pamer sequéncia
alvo e € um factor muito importante na especifidelda reaccédo de PCR,;

- Contetdo em Guanina/ Citosina (G/C): idealmenteraposi¢cdo de urprimer deve
apresentar um contetudo de G/C entre 45 e 50%,sajbe devido a predominancia de
A e T no genoma, nem sempre é atingivel.

A inclusdo de um ou dois residuos G ou C na exttade 3’ permite reduzir a
possibilidade de hibridagbes inespecificas e dip@mda eficiéncia, uma vez que as
ligacdes estabelecidas entre residuos G/C sadfonts do que entre A/T.

No caso do PCR em tempo real, foi também critéammpmp desenho dgwimerso

tamanho dos amplicdes resultantes que devera ddatdmente entre 50 e 250 pbs.
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Todos ogprimersforam sintetizados por encomenda a empresa MW@&E&AG.

[1.3.6 — Sequenciacao de DNA

No intuito de pesquisar polimorfismos genétidesnovo foi utilizada uma estratégia de
sequenciacdo de DNA onde se combinou uma aproxondgainformética e
laboratorial a semelhanca daquela descrita na ceegderior. Deste modo, as
sequéncias dos genes alvo foram extraidas das éaskslos e foram utilizadas como
alvo para o desenho darimers que flanqueassem o0 gene completo ou areas de
interesse. Esteprimers foram utilizados em amplificagbes por PCR, utiida
inicialmente como molde, DNA dos clones de refeig@e P. falciparumDd2 e 3D7
de modo a verificar o sucesso da metodologia. Apdglificacdo por PCR, a qualidade
e concentragdo dos produtos de PCR de cada gefragmoento foram avaliados por
electroforese em gel de agarose e posteriormentdicados utilizando umkit
comercial RIAquick PCR Purification kit (Qiagen™)], seguindo o protocolo do
fabricante. Os productos de PCR assim purificagogram de molde em reacc¢Oes de

sequenciacao levadas a cabo pela empresa MACROGENTABVIDA®.

Para cada gene ou fragmento foram obtidas seqsédei®NA de ambos gqwimers

forward ereverseas quais foram alinhadas para verificar a exisése polimorfismos.

A andlise das sequéncias obtidas foi realizadarmmudo a um programa de
alinhamento de multiplas sequéncias disponivel nalnternet

(http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalitml) (Corpet 1988). A resolucéo de
possiveis ambiguidades na sequéncia foi efectuadavéa da inspeccdo do

cromatograma respectivo.

[1.3.7 — PCR —Polymerase Chain Reaction

Os PCRs para amplificacdo da sequéncia total gmiatos dos genes em estudo
foram desenvolvidos e/ou optimizados no ambito edéstbalho. Nas reaccbes de
amplificacdg utilizou-se a seguinte mistura de reaccaoul, e cadaprimer, 1X

tampado de PCR (Fermentdy 2,5mM MgCh (Fermentad), 0,2mM dNTP’s
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(Fermentad ) e 0,05Ujl de TaqgDNA polymerasdFermentas ), adicionando-se fll
de DNA molde. As condi¢cbes das reaccoes de PCRadiils na amplificacdo e as
sequéncias dos respectiymgmersestao descritas nos Anexos 7 e 8.

11.3.8 — Identificacdo dos polimorfismos genéticopor RFLP

Alguns polimorfismos genéticos foram identificadgdsavés da utilizacdo de enzimas de
restricdo, que reconhecem especificamente um teakstricdo originado ou abolido

por determinado polimorfismo (Tabela 7).

Nos casos em que os polimorfismos em analise nésagcam locais de restricdo
naturais recorreu-se a um método denominado PIRR-RBrimer Introduced
Restriction Analysi#®CR). Sumariamente, esta técnica baseia-se raluigio de um
local de restricdo artificial num produto de PCRopaso de umprimer com um

mismatchde uma das bases préxima de 3’ €al, 2001).

As digestbes enzimaticas foram realizadas de acawm o0s protocolos dos

fornecedores dos reagentes. As incubacfes dasrasista reaccédo foram efectuadas a
temperatura recomendada para cada enzima, duraatel@ horas, dependendo da
eficiéncia de corte de cada enzima. A inactivagioedccéo foi realizada por actividade

da temperatura a 4°C.
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Tabela 7 — Informagdes acerca dos PCR-RFLP para d=c¢ao dos SNPs

Gene SNP Mutacao Enzima de **Alelo Tamanho do fragmento
restricao reconhecido esperado apés restricdo (pb)
N86Y N=>Y Apol 86N N 246 Y 321
AAT =>TAT (New England 75
BioLabs™)
—
-E N1042D N=>D Asel 1042N N 116 D 162
=1 AAT => GAT (New England 46* 26*
i ™
BioLabs™) 26+
D1246Y D=>Y Eco321 1246Y D 508 Y 268
GAT => TAT (Fermentas™) 240
& K76T K=>T Apol 76K K 137 T 261
O
e AAA => ACA (New England 124 10*
i ™
BioLabs™) 10*
S
2 D84G D=>G Mval 84G D 544 G 308
e GAT => GGl (Fermentas™) 236
R37K R =>K MbOll 37R R 103 K 143
AGA => AAA (Fermentas™) 94 94
92 92
40*
§ G639D G=>D Pagl 639D G 166 D 144
g GGC =>GAC  (Fermentas™) 20%
<
o
S769N S=>N BspTI 769S S 250 N 272
AGT => AAT (Fermentas™) 22%
T2694A# T=>A Tasl 2694T T 142 A 181
ATT => ATA (Fermentas™) 39* 1*
1*

Legenda: # - polimorfismo referente a um nucleétido, ndo raonero dum aminoacido,

representando uma mutagao sinénima; ** - Alelo ymesenta o palindroma reconhecido pela
enzima de restricdo; * - banda néo visivel no gehgiarose, devido ao seu pequeno tamanho.
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11.3.9 — Electroforese em gel de agarose

A electroforese em gel de agarose foi utilizada néstbalho para visualizar e
guantificar os produtos amplificados por PCR e pa@gaalizar os produtos resultantes
das digestdes com as enzimas de restricdo. A uerntdetdo volume de DNA
amplificado ou restringido adicionou-se tampéo pkcacéo, 6X Mas®Ruler Loading
Dye Solution(Fermentas™) e aplicou-se esta mistura em cadao"pdo gel de
agarose. Foram utilizados géis de agarose a 2%opgreodutos amplificados por PCR
e a 3% para os produtos restringidos, no intuitolster melhor resolucdo na separagao
de bandas. Os géis foram preparados dissolvend@arase (Gibco™) em TBE 1X e
adicionando brometo de etidio (Sigma™) a uma cdragdo final de 0,Jug/ml, que
permitiu a visualizagdo do DNA sob luz ultraviolefi utilizado o marcador de peso

molecularMassRuler™ DNA Ladder, Low Ranffeermentas™).

Todas as electroforeses foram realizadas em tinadmsal contendo TBE 1X (Anexol)
durante aproximadamente 90 minutos, a 140 V/cm @is fpram observados e

fotografados num transiluminadéegle Eye li(Stratagene™).

11.3.10 — Andlise estatistica

Com o objectivo de avaliar uma possivel correlagidioe os diferentes polimorfismos
estudados e a susceptibilidade dos isolados aomadduticos testados, tendo em
consideracdo o numero de variaveis e a dimensdamusstra, 0 teste estatistico
seleccionado para o tratamento das amostras feste teFisher. Este teste permite
calcular o valor da probabilidade exacta para ardehacdo da associacdo entre duas
variaveis, sendo estas a susceptibilidade (R/S) aaBnaldricos e os diferentes

polimorfismos analisados.

Os dados foram agrupados numa tabela de contirgdaaluas entradas e foi analisada
a significancia estatistica pelo testeFigher, recorrendo a um programa disponivet

line (http://faculty.vassar.edu/lowry/fisher.html), @ssociacbes foram consideradas
estatisticamente significativas quando o valoPde0,05.
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[1.3.11 — Predi¢&o da topologia membranar da proteia PfATPase6 e dos seus

dominios funcionais

A predicdo da topologia membranar da proteina PBSEB foi realizada utilizado o
programa informatico TMHMM Server V. 2.0
(http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM), através daal se obteve as posi¢cbes das
hélices transmembranares preditas da proteina, dmno os seus dominios extra-

membranares.

A disposi¢cdo dos dominios funcionais da protd?fiaTPase6 foi obtida recorrendo a
um programa informatico (Finn et al, 2006), disponivel on-line

(http://pfam.sanger.ac.uk/search?tab=searchSedBienés.

11.3.12 — PCR em tempo real

A metodologia de PCR em tempo real com deteccdo S¥BR Green foi utilizada
neste trabalho para efectuar a estimativa do nusherdpias e a avaliacdo dos niveis
de expresséao de determinados genes em estudo.

[1.3.12.1 — Condic¢des do PCR em tempo real

As reaccdes de PCR em tempo real foram efectuadaparelho GenAmp 5700 SBS
(Applied Biosystems™), utilizando o programa demeciclador predefinido: 10
minutos de incubacao inicial a 95°C seguido deidldsde 15 segundos a 95°C e 1
minuto a 60°C. As reaccdes individuais foram realés num volume de 2@ em
placas de 96 pocos (Applied Biosystems™), contedaotampéo (10x), 3,5mM de
MgClp, 20QuM dNTPs, 0,025Ull enzima e 1:66008YBR Green, ladicionando-se 2

ul de cada amostra. A concentragdo gomersfoi variada nas fases iniciais de cada
experiéncia, no intuito de se obterem reaccoesfidéreia optimizada. Em todas as

reaccbes de amplificacdo foi utilizado kit especifico para PCR em tempo real:

qPCRIM Core Kit for SYBR Greef? (Eurogentec™).
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No final de cada reacc¢ao, foi definido manualmen@ de acordo com os valores que
apresentavam os melhores parametros cinéticos BoeHGram analisadas as curvas de

dissociagcao, de modo a que se obtivesse infornsujite a especificidade.

11.3.12.2 —Primers

Os critérios fundamentais levados em consideragdia gesenho dgsrimers para o
PCR em tempo real foram referidos na seccdo Il Rdste caso, no entanto, foi
necessario optimizar as concentracoes de cadaegainders de modo a ser obtida a
maxima eficiéncia nas reacc¢des de amplificacé@ Rérforam efectuados ensaios com
concentracdes diferentes dmsmers forwarde reverse(300/300, 300/600, 600/300) e
calculou-se a eficiéncia de cada reaccdo individéesim, identificaram-se as
concentracfes com as quais a reaccdo era maisngdicipassando a operar-se em

ensaios subsequentes com essas concentragoes.

Para controlar a especificidade, foram analisadgsams de dissociacdo dos ensaios de
PCR, numa reaccdo especifica obtém-se um Unico gecdissociacdo que devera
corresponder a temperatura de dissociacdo do d@uopiierado. Nos casos em que se
obtém mais do que um pico a reaccao € inespecdfic@or originar mais do que um
amplicdo ou por formacédo de dimerospitamers. Nestes casos, as reaccdes sofriam
reaccdes de optimizacdo adicionais oposiers eram descartados, procedendo-se ao
desenho derimerssubstitutos.

As sequéncias doprimers e as suas concentracdes de trabalho optimizadas sa

apresentados no Anexo 9.

11.3.12.3 — Método2 24

Com o objectivo de efectuar a estimativa do n° @gias em determinados genes e

qguantificar relativamente os seus niveis de expeesfi utilizado um método de

quantificacdo denominado-4Ct (Livak & Schmittgen, 2001). Este método foi
inicialmente desenvolvido para quantificacdo retatia expressdo génica, tendo sido
adaptado e optimizado também para o célculo de kbdias no decorrer deste trabalho
(Ferreiraet al, 2006).
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Os requisitos fundamentais para a aplicagdo dodué&tao a existéncia dum calibrador
e um gene normalizador. Foi utilizado como calibraddNA extraido do clone de.
falciparum3D7 dado que através da base de dados do genopas&ivel determinar
que este clone possui uma Unica cépia de cada @egenepfpsactinal foi escolhido
como gene normalizadon@usekeeping gepegoor ser, em principio, constante o seu n°
de cépias e a sua expressdo em todas as amostope permite a normalizagdo

guantitativa dos dados.

Foram realizadas um minimo de trés experiénciaspeadentes para cada gene e cada
amostra. Em cada experiéncia foram feitos tripbsade cada amostra, e o resultado
obtido foi a média do€t desses triplicados. Este valor foi aceite quandibesvio
padrdo dessa média era inferior a 0,38. O resulfadd para cada amostra foi
representado como o n° de copias ou nivel de esgueto gene alvo relativamente ao
clone 3D7, pelo calculo da média das trés expdaaérindependentes. As experiéncias
foram repetidas quando as curvas de amplificacacerdgin exponenciais ou quando os
valores do n° de cépias eram menores que 0,7 auresajue 1,3. Nos casos em que o
n° de copias se encontrava entre esses valores [0<1,3), assumiu-se que a amostra

em analise possuia uma cépia Unica do gene alvo.

11.3.12.3.1 — Validac&o do métod@™*“!

A utilizacdo do método -2ACt como método de quantificacdo requer que sejam
cumpridos dois principios fundamentais:

i) As reaccdoes de amplificacdo dos genes alvo e germalizador deverdo ser
eficientes, isto é, apresentarem uma eficiénciaxamada a 100%;

i) A eficiéncia da reaccdo de amplificacdo do gahe deve ser aproximadamente

igual & eficiéncia da reaccao de amplificacdo degermalizador.

11.3.12.3.1.1 — Célculo das eficiéncias das reacgdde amplificacédo

O calculo da eficiéncia das reaccdes de amplifcagktivas a cada gene foi feita pela
observacdo da variagdo dGs com diluicdes seriadas de DNA. Para tal, o DNA do
clone 3D7 foi diluido em série de 1:10 (1,%1a0% 10° e 10* e foi medido oCt de

cada diluicdo. A partir dos valores obtidos deserg® um grafico reproduzindo o
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logaritmo das diluicbes do DNA \&t, e calculou-se a equacédo da recta (y=mx + b). As
eficiéncias das reacc¢des de PCR (E) foram calcslleola recurso aos declives da recta
(m) obtidos em cada gréafico, utilizando a equagabOEY/**“"®)_ 1 x100, onde E = 100

corresponde a uma eficiéncia de 100%.

11.3.12.3.1.2 — Comparacao das eficiéncias das redes de amplificacdo do gene

alvo e do gene normalizador (eficiéncia relativa)

No intuito de verificar se as eficiéncias de reaagd gene alvo e do gene normalizador
(pfpactinal) eram aproximadamente iguais, observou-se a @ridgACt (Ct gene alvo

— Ct pfpactinal) ao longo das diluicbes seriadas do DNA. Pardai@m efectuadas
reaccoes de amplificagdo cqrimersdo gene alvo e do gem#sactinal nas mesmas
amostras (diluicdes seriadas do DNA do clone 3[3Aguidamente foi calculada a
média do<Ct a cada diluicdo e determinou-sa@t. Com esses valores desenhou-se um
gréfico: logaritmo das diluicbes do DNA ACt, a partir do qual sebteve a equacao da
recta e o respectivo declive (m). As eficiéncias deaccdes foram consideradas
aproximadamente iguais, ou seja eficiéncia relaiptéma, quando o valor absoluto do

declive da recta correspondia a um valor menoqulué| m | <0,1).
[11.3.12.4 — Validac&o dos ensaios de avaliacdo dé de copias

No intuito de maximizar a confianca sobre a intetggdo e validade dos resultados
obtidos, efectuou-se a cada ensaio uma estimativpagalelo do n°® de copias do gene
pfmdrlno clone dd°. falciparumDd2, relativamente ao clone Befalciparum3D7.

Tal como mencionado anteriormente, clone 3D7 possua Unica copia do gene
pfmdrl enquanto o clone de Dd2 é conhecido por possuiipdas (Cowmaret al,
1994). Assim, a cada ensaio, um valor observadegspondente ao resultado esperado

permitiu interpretar e aceitar os resultados coniianca adicional.
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1.4 — ESTUDOS DE AVALIACAO DA SUSCEPTIBILIDADE IN VITRO AOS DERIVADOS DA

ARTEMISININA E AMODIAQUINA EM POPULACOES NATURAIS DE  P.falciparum

[1.4.1 — Descricao dos locais de colheita

11.4.1.1 — Ruanda

O estudo foi realizado em Rukara, uma regiao focalizada na fronteira oriental do
Ruanda. Os isolados delasmodium falciparunforam colhidos entre Novembro e
Dezembro de 2003, no Centro de Saude de Rukarandiriduos infectados com

malaria antes de receberem o tratamento (amodmgusnlfadoxina-pirimetamina).

A seleccgéo e colheita dos isolados, realizacadagtes de avaliacado da susceptibilidade
in vitro aos antimalaricos em estudo, havia sido realipagdaiamente a este trabalho
pelos colegas do Institut de Recherche en Sciedeeta Santé, Bobo Dioulasso,
Burkina Faso e Prince Leopold Institute of Tropigkadicine, Antwerpen, Belgium.

As amostras em papel de filtro, bem como os dadwetipicos relativos aos
antimalaricos em estudo foram gentilmente cedidoa pealizacdo deste trabalho.

[1.4.1.2 — Republica Democrética de Sdo Tomé e Pdipe

Este estudo foi realizado em parceria com o Minstéla Saude da Republica

Democrética de Sdo Tomé e Principe, na cidade dd @aé.

A seleccdo e colheita de amostras de sangue deidnds infectados com malaria
foram efectuadas no Centro de Salide de Agua Gamdielade de Sdo Tomé, durante
o periodo compreendido entre os dias 15 e 30 dié db2004. A realizacdo dos testes
de avaliacdo de susceptibilidaidevitro aos antimalaricos foi levada a cabo no Centro

Nacional de Endemias de Sdo Tomé e Principe.
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11.4.1.3 — Brasil, Estado do Para

O estudo foi realizado em parceria com o Instiedandro Chagas de Belém, na cidade

de Tucurui, Brasil.

A seleccéo e colheita de isoladosRiefalciparumforam efectuadas no Posto de Liler
Ledo em Tucurui PA, de 19 de Setembro e 6 de Qutdbr2005 e os testes de
avaliacdo de susceptibilidade vitro aos antimalaricos foram materializados num

laborat6rio situado no Hospital Regional de Tucurui

[1.4.2 — Seleccéo dos isolados

O processo de seleccdo dos isolados foi realizao locais onde se pesquisava
infeccdo porPlasmodium spgem individuos com sintomas de malaria. Estes eram
inicialmente observados pelas equipas médicasslamndo a pesquisa de parasitas
efectuada por microscopia Optica através da obg&ovale esfregacos sanguineos
fixados com metanol (Merck™) e corados com Giem2@% (Merck™). Esta amostra
de sangue era colhida por punc¢éao digital, efectaadalancetas.

Apoés confirmacdo de mono-infeccdo gar falciparum foi efectuado um inquérito a
cada individuo (Anexos 4, 6) baseado nos crité&@mclusdo predefinidos pela O.M.S.
relativos a testes de avaliacdo susceptibilidadro: i) infeccdo potP. falciparum;ii)
parasitémia entre 1 000 — 80 000 parasitdslé sangue; iii) ndo possuir sinais clinicos
de outras infecgdes; iv) respeitar os periodosha tdos antimalaricos (Tabela 8).

Aos individuos passiveis de inclusdo no estud@nfoexplicados os objectivos do
trabalho e obtido consentimento informado (Anexpss)R Este estudo nao incluiu
criangas com idades inferiores a dois anos e avapdio para inclusdo no estudo de
menores de dezoito anos foi dada pelos pais.

Para este trabalho foram obtidas autorizacBessétiaa instituicdes envolvidas, bem

como de todos os participantes.
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Tabela 8 —Periodo decorrido desde a ultima toma de antimalaco

Antimalarico Periodo (dias)
quinino, artemisinina e derivados 7
4 - aminoquinoleinas 14
pirimetamina e/ou sulfaminas 28
mefloquina 56

11.4.3 — Colheita dos isolados

A colheita das amostras de sangue dos individulescsenados para os estudos foi
realizada por técnicos de saude credenciados dtuiigbes envolvidas no trabalho.
Foram colhidos cerca de 5 ml de sangue venosodieindividuo emMonovettesie 9

ml com EDTA (Sarstedt™). Todos os individuos setatados foram tratados de
acordo com as normas de saude locais imediatarapégea colheita de sangue venoso.
Do volume total de sangue venoso colhido aproximmemtde 500ul foram colocados

em papel de filtrowhatmann® 4, devidamente identificados e secos a temparat
ambiente que foram posteriormente acondicionaddwidualmente em embalagens
plasticas e armazenados a temperatura ambienteoatantores com silica gel. O
sangue restante foi usado para os testes de a@lds; susceptibilidad@ vitro aos

antimalaricos em estudo.

[1.4.4 — Preparacgdo das solucdes de trabalho dostanalaricos

A preparacdo das solucbes de trabalho dos antiowdéafoi realizada da seguinte
forma: inicialmente procedeu-se a dissolucdo desartato em etanol a 70% (Merck™),
do artemeter em metanol (Merck™), e da amodiaqena metanol a 50% e
esterilizaram-se estas solugbes por filtracdo rdglt 0,2 pm, Millipore™).

Posteriormente, por diluicdes sucessivas em meicutfera (Anexo 1), foram obtidas

as concentracoes finais (Tabela 9).
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Tabela 9 —Concentracdes de antimalarico utilizadas nos testee avaliacdo da
susceptibilidadein vitro a antimalaricos

Antimalarico Concentragdes (nM)

amodiaquina 0 1,25 3,75 11,26 33,8 101,3 304 912
artemeter 0 0,2 0,6 1,8 54 16,2 48,6 146
artesunato 0 005 0,15 045 1,35 4,0 12,2 36,5

[1.4.5 — Método do microteste da O.M.S(W.H.O., 1997)

Os testesn vitro foram realizados segundo a metodologia de MARK @IM.S.
(W.H.O., 1997).

O procedimento para preparacdo da amostra a $eaddi nos testes de avaliagdo da
susceptibilidadén vitro foi o seguinte: o sangue infectado foi sujeitauagd“lavagens”
com meio de cultura para retirar o plasma e osulpdbbrancos, ap6s as quais Ihe foi
adicionado meio de cultura na proporcdo de 1:1.nQuanecessario, o sangue foi
diluido com eritrocitos ndo parasitados de modoua @ parasitémia inicial se
aproximasse de 0,5% (0,3% - 0,8%).

Para realizacdo dos testes foram utilizadas pldeasiltura de 96 pocos de fundo raso
(Sarstedt™). Em cada poco foram colocadoguPde cada farmaco a concentracdo
desejada, no sentido vertical por ordem crescemteodcentracdo. Seguidamente foi
colocado em cada poco 10 de sangue infectado de cada isolado. Foram eféctu
duplicados de cada farmaco para cada uma das as@sSigura 9). Apds a preparacao
das placas, estas foram colocadas no excicador ssm@deiou uma atmosfera rica em
CO; (através da combustdo de velas no seu interibatkr) e incubou-se o excicador
contendo as amostras numa esafd/7°C(+0,5°C) durante 24-30 horas. Esta variacao
de tempo esta relacionada com o grau de desenwitindos trofozoitos no inicio do
ensaio, do qual depende a sua maturacdo até abioedt esquizonte. Decorrida a
incubacao, aspirou-se e rejeitou-se o sobrenad@ntada poco e efectuaram-se gotas
espessas em laminas usandgetlet correspondente (Figura 9). As laminas foram
deixadas a secar durante 24 horas, fixadas cormoracet coradas com Giemsa 1%

(Merck™) durante 1 hora.
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A leitura dos microtestes foi efectuada pela camtagdo nimero de esquizontes
viaveis, com 3 ou mais nucleos, num total de 2@@eitos parasitados. Procedeu-se a
contagem do microteste quando a cultura controdon ($armaco), apresentava um
namero de esquizontes viaveis superior a 10%, roafido o crescimento do parasita
nas condi¢cdes de cultura em que decorreram 0sosn$ds testes contaminados com
bactérias ou fungos ou sem crescimento visivel glrssitas nos controlos (sem
farmaco) foram eliminados do estudo. O resultadoleaitaira dos microtestes foi
representado em valores de IC50 nM ou seja a ctacéo de farmaco que inibe o
crescimento de 50% dos parasitas, tendo estesesadillo determinados por andlise
log-probit ou regresséao linear (Excel; MicrosofdRend, WA, USA).

ISOLADO 1 ISOLADO 2
a ARS ATM AMD ARS ATM AMD b

«OO0000000000| P|ux ©0ee

000000000000 |~ 0660
‘000000000000
‘900000000000
EQO0 0000000 00O O - Controlo (sem antimalarico)
r000000000 000

@ - Concentracao crescente de

000000000000 antimalarico, B<C<D<E<F<G<H
H0 00000000000

Figura 9 —a) Esquema exemplificando uma placa de microtestedods isolados (1 e
2) para trés antimalaricos em estudpilamina correspondente ao microteste relativo
ao artesunato, do isolado 1. ARS — artesunato; Afdvtemeter; AMD — amodiaquina.

11.4.6 — Analise estatistica

No intuito de averiguar se existia alguma corredagiitre as respostas dos isolados aos
farmacos estudados nas populagbes naturai®.d&alciparum todas as amostras
testadas foram organizadas por ordem crescenteattres dos IC50 para cada farmaco
e posteriormente emparelhadas entre as combindo8ediferentes farmacos. Os dados
assim organizados foram entdo submetidos a um testavaliacdo de correlagao,
Spearman Rank Order Correlation testi(Myessa, 2007). Considerou-se existir uma
correlacao significativa entre as susceptibilidatdieslois farmacos quando o valorRle
<0,05.
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.5 — SELECGAO IN VITRO DE PARASITAS DE P. falciparum RESISTENTES A

ARTEMISININA

[1.5.1 — Manutencéo de clones dE. falciparumem cultura in vitro

Os parasitas foram mantidos no laboratério em riltuvitro seguindo o método de
cultivo descrito por Trager & Jensen (1976), cogualas adaptacdes. O principio deste
método consiste na manutencdo de eritrocitos, comindculo de parasitas, numa
camada estacionaria superficial coberta por umeadamada de meio, com uma baixa

tensdo de oxigénio, num hematdcrito de 5% peldadie eritrocitos ndo parasitados.

As culturas foram mantidas a 37°C, numa estufa€@m procedendo-se diariamente a
mudanca de meio de cultura; foram adicionados Gerit's ndo parasitados em
intervalos regulares de trés a quatro dias, depeludda parasitémia da cultura, de

forma a manter o hematdcrito estavel a 5%.

A parasitémia e a fase de desenvolvimento dos ipsaforam avaliadas pela

observacdo por microscopia optica de esfregacapuseeos, efectuados diariamente e
corados com Giemsa 20% (Merck™). Os protocolosrdpgracdo do meio de cultura e
dos eritrocitos ndo parasitados para manutencdocdlgras estdo descritos em

pormenor no Anexo 2.

Todos os procedimentos inerentes a manipulagcéo raitevegdo das culturas foram
realizados em condicOes de esterilidade e o mhtdiiizado foi esterilizado por calor
hamido (autoclave) ou calor seco (estufa), tendoeagentes sido esterilizados por

filtrac&o (filtros 0,2um, Millipore™).

[1.5 2 — Célculo da parasitémia

A avaliacdo da parasitémia foi efectuada pela @hgéo por microscopia Optica de

esfregacos sanguineos, corados com Gimesa a 20e¢k(Me
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O seu célculo foi efectuado pela contagem do nunuroeritrdcitos infectados
existentes no nuamero total de eritrocitos preseet@as20 campos microscopicos e
apresentada sob a forma de percentagem:

% Parasitémia = (n° de eritrécitos infectadostot#l de eritrocitos contados) X 100.

[1.5.3 — Crioconservacgédo de clones de. falciparumem azoto liquido

Os parasitas resultantes das varias experiénadizadgas ao longo do trabalho foram
crioconservados em azoto liquido. Procedeu-secaanservacdo apos verificacdo por
microscopia optica que a cultura possuia uma pémaisi de trofozoitos jovens (anéis)
superior a 2%. Nestes casos, a cultura foi cegtada a 2000 r.p.m. durante 5 minutos,
foi-lhe retirado todo o meio de cultura por aspi@ace adicionado apellet de
eritrocitos igual volume de uma solugdo de crioeovacdo (Anexo 1), gota a gota e
com agitacdo permanente para homogeneizacao. kEstaarfoi transferida para uma
ampola de crioconservacao (Nunc™) devidamente iftdmtta e o seu registo foi

mantido na base de dados de amostras crioconserdadaMDT/IHMT.

[1.5.4 — Descongelacéo de clones &e falciparum crioconservados

Para realizacdo deste trabalho foi necesséario geos® a descongelacdo de clones
crioconservados, seguindo-se um processo de réocg@i de isotonia por fases
(Diggset al.,1975). As ampolas de crioconservacao contenddooss foram retiradas
do azoto liquido e colocadas numa estufa a 37°C catépleta descongelacao.
Transferiu-se o contetdo das ampolas para tubesrtdfuga de 15 ml (Sarstedt™), e
adicionou-se, lentamente e com homogeneizacdoargasuma solucéo de NaCl 12%
(p/v), deixando repousar durante 3 minutos. Pastegnte, foi adicionado NaCl 1,6%
(p/v) e procedeu-se a uma centrifugacdo a 200@rgurante 5 minutos. Rejeitou-se o
sobrenadante e adicionou-se pellet de eritrocitos uma solucdo de 0,2% p/v de
Glucose (Merck™) e 0,9% p/v NaCl (Merck™). Foi éfexla uma nova centrifugacéo
e rejeitou-se de novo o sobrenadant@elletde eritrécitos resultante foi ressuspendido
em meio de cultura e processado como referidoianteznte (Secgéo 11.5.1).
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[1.5.5 — Sincronizag&o de culturasn vitro de P. falciparum com sorbitol

Numa culturan vitro deP. falciparumobserva-se a presenca em simultdneo de todas as
fases eritrocitarias do parasita (trofozoitos elizsutes). Por esta razao foi necessério
proceder-se a sincronizacao da cultura para aagdlh de algumas experiéncias deste

trabalho.

A sincronizagdo das culturas foi realizada peloog@tde adicdo de sorbitol, com
algumas alteracdes ao protocolo original (Lambrogasaderberg, 1979). Este método
baseia-se no facto dos eritrécitos parasitados esguizontes apresentarem uma maior
fragilidade osmdtica, sendo mais sensiveis a adgasorbitol, 0 que provoca uma
destruicdo selectiva dos mesmos. O procedimento g@guinte: apds verificacdo por
microscopia Optica de que a cultura tinha uma peagem reduzida de esquizontes e
uma elevada percentagem de trofozoitos jovens, festeentrifugada a 2000 r.p.m.
durante 5 minutose ao pellet resultante foi adicionado 10 ml de sorbitol a 5%
(Sigma™), previamente esterilizado por filtracdo,2(Qum, Millipore™). Apos
ressuspensdo, a cultura foi incubada 10 minuto3°&,3centrifugada e lavada com
RPMIinc (2 vezes) de forma a eliminar a solucdsa®itol. Os eritrcitos recuperados
apés a ultima centrifugacado foram cultivados conmescdto anteriormente (Seccao

I1.5.1).

[1.5.6 — Protocolo de mutagenizacao

Este protocolo foi desenvolvido e optimizado noaldemr deste trabalho. Partiu-se
inicialmente duma cultura dB. falciparum Dd2 (com hematocrito de 5% e uma
parasitémia de 5%) que foi sincronizada em trotosojovens (anéis) e incubada
durante aproximadamente 12 horas, até ter atingigstadio de esquizonte jovem.
Apés a incubacdo adicionou-se 0 agente mutagénibtN® (N-metil-N"-nitro-N-
nitrosoguanidina) a cultura a uma concentracaol fitea Jug/ml. Esta solucédo foi
preparada por dissolucdo do MNNG (Sigma™) em etan®5% e esterilizagédo por
filtracdo (0,2 um, Millipore™). Incubou-se 12 horas a 37°C e apst encubacao

aspirou-se e rejeitou-se o sobrenadante, adiciaas@chovo meio de cultura e MNNG
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preparado de fresco, de forma a garantir a actieid mutagénio. Procedeu-se entdo a
um novo periodo de incubacédo de 12 horas a 37°Gs Apmpletar as 24 horas sob
efeito do mutagénio procedeu-se a uma centrifugdadmltura a 2000 r.p.m. durante 5
minutos, rejeitou-se o sobrenadante, lavou-se 2Zr B¥PMlinc e transferiu-se para

frasco de cultura novo com meio de cultura, ou &jeolocada de novo em cultura.

11.5.7 — Tratamento da cultura com artemisinina

O procedimento consistiu em adicionar a cultur@naidinina a uma determinada
concentracdo durante 3 dias, mudando o meio comatir preparado de fresco e
monitorizando a parasitémia diariamente. Esta &olupi preparada dissolvendo a
artemisinina em DMSO (Merck™), esterilizando-a pltracao (0,2um, Millipore™),

e finalmente diluindo-a em série com meio de cal@ate se obter a concentracao final
desejada. Decorridas 72 horas sob efeito da aiten@sa cultura foi transferida para
um tubo de centrifuga (Sarstedt™) e centrifugad20@0 r.p.m. durante 5 minutos.
Seguidamente, foi rejeitado o sobrenadante e araulbi “lavada” com RPMlinc. (2
vezes) no intuito de remover os vestigios de faom&wosteriormente, a cultura foi
transferida para um frasco novo contendo meio,iandn-se um NOVO Processo
experimental, que foi repetido ciclicamente com antos progressivos da concentracao

do farmaco.

[1.5.8 — Clonagem por diluicéo limite

A metodologia utilizada na clonagem por diluic&uite (Rosario, 1981) compreendeu
as seguintes fases: foi calculada inicialmente eaggt@mia da cultura (P) por
microscopia 6ptica e o n°® heméacias / volume (RBCGAdartir dopellet da cultura por
hemocitometria. Através destes valores foi calailad densidade parasitaria (n°
parasitas / volume) utilizando a formula: RBC/uPXL00 = n° parasitas / pl.
Posteriormente, foi preparada uma diluicéo inidalcultura contendo 1xi@arasitas,

a partir da qual se efectuaram diluicbes seriadasneio de cultura de forma a obter
10000 parasitas/100ul; 1000 parasitas/100ul; 1@8spas/100ul; 10 parasitas/100ul; 1
parasita/100ul e 0,5 parasita/100ul. O hematddaiocorrigido para 2%, juntando

hemaceas sds. A clonagem foi levada a cabo nunta pla cultura de 96 pocos
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(Sarstedt™) na qual foram colocados 100 pl por pdaodiluicdo contendo um

determinado n° de parasitas tal como descrito (&if)Q).

A placa foi colocada na estufa com £@ 37°C e procedeu-se as microculturas

efectuando a troca do meio de cultura de 48 emof&she juntando-se hemaceas sas

todos os quatro dias no intuito de manter o hemiéddéoonstante. A monitorizacdo do

crescimento dos parasitas em cultura foi feitavagale observacdo por microscopia

Optica das laminas feitas a partir dos po¢cos co60@01000, 100 e 10 parasitas ao

longo do cultivo e aos 21 dias nos pogos contendd®b parasitas. Por fim, os clones

obtidos foram transferidos para frascos de cukuraocongelados posteriormente.

ODs0C0sO® Ds0O
O OOHOOOOO HOE
cHOHOOHOHOOOO OO
DROOOOOOOO VOO
000000000000
r000000000 000
000000000000
HOOOOOOOOO OO0

@ 10000 parasitas
() 1000 parasitas
& 100 parasitas
(O 10 parasitas

1 parasita
@ 0.5 parasita

Figura 10 — Esquema exemplificativo de uma placa ddonagem indicando o

namero de parasitas inoculados por pogo
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No intuito de facilitar a interpretacdo dos dadpeeaentados, o presente capitulo sera
organizado em trés sub-capitulos, relativamentada am dos quais serdo expostos 0s

respectivos resultados. Deste modo, 0s sub-capifigjoi contidos sao os seguintes:

[1l.1 — Desenvolvimento, optimizagéo e validagdo dos nutal® anélise genética.

[ll.2 — Estudo multicéntrico de avaliacdo da susceptiélan vitro aos derivados da
artemisinina e estudo genéticoultiiocus em populacbes naturais ddasmodium

falciparumde Africa e América do Sul.

[11.3 — Seleccéan vitro de parasitas dB. falciparumresistentes a artemisinina e sua

analise genotipica.

[11.1 — DESENVOLVIMENTO , OPTIMIZAGAO E VALIDACAO DOS METODOS DE ANALISE

GENETICA

A determinacao do perfil genotipico das amostrakiidas neste trabalho baseou-se na
procura de polimorfismos genéticos e/ou na estiraatd niumero de copias dos genes
em estudo. A pesquisa de polimorfismos genéticoseflizada por duas abordagens
diferentes: sequenciagédo directa de DNA e/ou pdR-RELP, tendo a estimativa do
namero de coépias dos genes em analise sido realizadrrendo ao PCR em tempo
real. Para tal foi necessario desenvolver, optimgzealidar as técnicas experimentais,
sendo esses procedimentos descritos neste sublogpiie se divide em duas seccoes
onde se abordard inicialmente a pesquisa de pdismws genéticos e

subsequentemente, o PCR em tempo real.

[11.1.1 — Pesquisa de polimorfismos genéticos: rekados gerais sobre optimizacéo

das técnicas de RFLP e procura de polimorfismos géticosde novo

Notas introdutorias:
1. A pesquisa de polimorfismos genétiads novorelativa aos genes em estudo foi
efectuada recorrendo a sequenciacdo directa de DNwa tal foram desenhados

primers especificos, tendo-se desenvolvido e optimizad®©Rs para amplificacao
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desses genes. As condi¢des especificas de caddoede PCR e qwimersutilizados
na amplificacdo dos genes sequenciados séo amdssmio Anexo 7.

2. Nas seccOes subsequentes sao apresentados ogadossulrelativos ao
desenvolvimento, optimizacdo e validacdo das tésnite PCR-RFLP, sendo estes
organizados de acordo com o gene em estudo. Osctegsprimerse condi¢cdes de
PCR utilizados na amplificagdo dos genes séo apdes no Anexo 8. Salienta-se que
os resultados serdo, nesta fase abordados nunpeg@ra meramente técnica, ndo se
pretendendo apresentar dados relacionados comrdactais como a distribuicao
geografica das mutagcfes inspeccionadas ou suacptearrelacdo com a actividade

dos farmacos em estudo.

3. Faz-se notar que os polimorfismos genéticos agfgridos serdo designados de
acordo com o aminoacido particular codificado e pélo nucleétido (ou tripleto) que o
determina (salvo indicacdo em contrario). Exempfort K76 T em detrimento dpfcrt
A228C.

4. A denominacdo de cada posicdo polimorfica ou cegigquenciada de um
determinado gene, € apresentada considerando inadé) do coddo de iniciacao

ATG como a posicao 1.

[11.1.1.1-Gene pfmdrl

O genepfmdrl (Figura 11) foi sequenciado com sucesso do nudizdB80 ao 710 em
algumas das amostras em estudo, com o intuito siguEar o polimorfismo F184Y,

para o qual ndo existe um PCR-RFLP descrito.

A pesquisa dos polimorfismos N86Y, N1042D e D1246ivrealizada por PCR-RFLP,
previamente descritos (Lopes al., 2002b), tendo-se optimizado a técnica para as
amostras em estudo. Apos amplificacdo por PCR astams foram incubadas com a
respectiva enzima de restricdo e os produtos eedgalt foram visualizados em gel de

agarose a 3%. Verificou-se que todos os ensaiadupiam os resultados esperados
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apos ligeiras optimizagBes (Figura 12) demonstragui® a metodologia poderia ser
aplicada posteriormente.

ATG (5) TAA (3)
0 258 552 3126 3738 4259
(aa 86) (aa 184) (aa1042) (aa 1246)

Figura 11 —Esquema representativo do genpfmdrl e das sequéncias polimérficas

inspeccionadas(* - Porcdo de 230 nucleédtidos obtida através deeseipcdo de

DNA, que inclui o SNP relativo ao residuo 1.1} SNPs pesquisados através de PCR-
RFLP; aa — aminoacido).

M 3D7, Dd2 . ik 2 Ueasiaad
SRR e T

M 3D7 ST8

Figura 12 — Géis de agarose (3%) com resultados ifps de PCR-RFLP para
identificacdo de polimorfismos no gengfmdrl (M -marcador de peso molecular:
MassRuler™ DNA Ladder, Low Ran@fermentes™); 3D7, Dd2, Hb3, ST8 - Controlos
de gendtipo conhecido; 1, 2, 3, 4, 5 - IsoladoR delciparun).

a - Identificacdo do polimorfismoN86Y. Fragmentos esperados apdés a restricao (pbs):
alelo selvagem 86N — 246+75; alelo mutado 86Y — 321

b - Identificacdo do polimorfismo N1042D Fragmentos esperados ap0s a restricao
(pbs): alelo selvagem 1042N — 116+46*+26*; alelotado 1042D — 162+26%; * -
Banda né&o visivel no gel de agarose.

c - ldentificacdo do polimorfismo D1246Y. Fragmentos esperados ap0s a restricdo
(pbs): alelo selvagem 1246D — 508; alelo mutadd®¥24 268+240.
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[11.1.1.2 — Genepfcrt

No caso do genpfcrt (Figura 13), foi obtida com sucesso a regido awatite através
de sequenciacdo partindo de cDNA como molécula alwm numero reduzido de
casos, no intuito de pesquisar polimorfismos aind@la descritos. Adicionalmente, foi
ainda realizada uma pesquisa especificamente @hrema a polimorfismos ja
conhecidos na posicao 75 e 76 na larga maioriamastras em estudo. Na posi¢cao 76,
tendo-se recorrido a um PCR-RFLP ja descrito (Lagesl. 2002b), procedeu-se as
optimizacdes para as amostras incluidas no amesie eéstudo (Figura 14b).

Para a deteccéo do polimorfismpfertN75E foi desenvolvida uma técnica oheitation-
specific PCRho contexto deste trabalho. Na posi¢cao 75 nenhualédos cria um local
de hidrélise enzimatica. Neste residuo pode estatido a asparagina (N) ou o acido
glutdmico (E), codificado por AAT ou AA respectivamente. Este polimorfismo
dinucleotidico foi explorado para desenvolver mutation-specific PClgue permitiu a
analise desse SNP em todas as amostras. Pararaal tmnstruidogprimers cujas
extremidades 3’ continham os tripletos complemestaa cada um dos alelos alvo.
Estesprimers permitiram originar um amplicdo sempre qu@roner especifico dum
determinado alelo emparelhasse com esse alelopdeasom o alelo alternativo perante
condicbes de PCR similares. @amers foram desenhados na direccaiatisensede
forma a evitar outros polimorfismos que estédo feegemente presentes a montante do
codao 75, mais especificamente nas posi¢cdes 78,74 e assumindo a presenca do
alelo mutante ACA no codéo 76. As condicOes de€I® Foram optimizadas para
assegurar o maximo de especificidade, tendo sidbzagio 1,25mM MgCl
(Fermentas™). Cada amostra € sujeita a duas aragfiies por PCR: uma para detectar
especificamente o alelo 75N e a outra para o &l Infec¢des clonais geram um sé
produto amplificado numa das duas reaccdes, enyuget infeccdes mistas irdo gerar
amplificacbes em ambos os PCRs. Esta técnica foiepamente validada com os
clones deP. falciparumHb3 e Dd2 que possuem nessa posicdo uma aspatbiea
um acido glutamico (E), respectivamente, tendolagieespecificidade 6ptima, e tendo
sido utilizados depois como controlos nas reacgéeanalise dos isoladéBigura 14a.1

e 14a.2).
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ATG (5) TAA (3)
- - - - - - - — - —
0 \\\ 3094
225 228

(aa 75) (aa 76)

Figura 13 — Esquema representativo do gengfcrt e das sequéncias polimorficas

inspeccionadas®™ - Porcdo codificante sequenciada obtida a pagticONA; — -
intrdes do gene ] — SNPs pesquisados; aa — aminoacido).

M ='Hb3s Dd2 "1

M Dd2 3D7 1 2

Figura 14 — Géis de agarose (3%) com resultados ifps para identificacdo de
polimorfismos no genepfcrt (M -marcador de peso moleculdvtassRuler™ DNA
Ladder, Low Rang@ermentes™); Dd2, 3D7, Hb3 — Controlos de gend&timthecido;
1,2,3,4,5, 6 —Isolados &e falciparun).

a.1l — Resultado tipico denutation-specific PCRpara identificacdo do polimorfismo
N75E, comprimers especificos para amplificacdo do alelo N.

a.2 — Resultado tipico denutation-specific PCRpara identificacdo do polimorfismo
N75E, comprimers especificos para amplificacdo do alelo E.

b - Resultado tipico de PCR-RFLP para identificacdao polimorfismo K76T.
Fragmentos esperados apoés a restricao (pbs):saletagem 76K — 137+124+10*; alelo
mutado 76T — 261+10* - banda néo visivel no gel de agarose.
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[11.1.1.3 — GenepfATPase6

O genepfATPasefFigura 15) foi sequenciado com sucesso do nudz@8 ao 3078
em algumas amostras em estudo, com a finalidad@edquisar a existéncia de

eventuais polimorfismos ja conhecidos bem comaosudinda ndo descritos.

A andlise das sequéncias obtidas revelou a exiatélecvarias mutacdes. De forma a
alargar a pesquisa destas mutacbes a todas as rasnamin estudo foram
subsequentemente projectados ensaios de PCR-RRKBPgpatro casos, tendo estes
sido:

1. Uma mutacdo sinénima & A no nucleétido 2694. Este polimorfismo tem como
tripletos alternativos ATTou ATA, ambos codificantes de isoleucina no residuo 898:
1898I.

2. Uma mutacdo no nucleétido 110 no qual ocorre traressicdo G= A, onde uma
arginina é substituida por uma lisina no residuoc®dificados pelos tripletos_A&e
AAA, respectivamente: R37K.

3. Uma mutacdo no nucleétido 1916, também trandigde A, que no residuo 639
provoca a substituicdo de uma glicina por um &asipartico codificado por GGe
GAC, respectivamente: G639D.

4. Uma mutagdo G=> A no nucledtido 2306, em que uma serina no resicth@
codificada por A@, é substituida por uma asparagina codificada®Bor: S769N.

No caso das mutacdes no residuo 37 e no nucle@B8d verificou-se que estes
polimorfismos genéticos criavam um local de re8tripara as enzimas de restricdo
MbOII e Tas| respectivamente, o que permitiu desenvolver easié PCR-RFLP para

se analisarem as restantes amostras (Figurasldg.e

O polimorfismo genético no residuo 639 nao crialoocal de hidrélise por enzima de
restricdo. Deste modo, recorreu-se a um métodolRA-PCR (Keet al, 2001)que
permitiu introduzir mutacdes artificialmente atravda utilizacdo derimers contendo
mismatchespossibilitando a criacdo de um local de restrigata um dos dois alelos
alternativos. Os ensaios produziram os resultadperados apos breves ciclos de
optimizacdo (Figura 16c). Esta abordagem foi tamh#iizada para a pesquisa do
polimorfismo descrito previamente na Guiana Framcea posi¢cao 769 (Figura 16d).

Os detalhes de cada reaccdo encontram-se deseigescao 11.3.8.
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ATG (5) TAA (3)
0 110 1916 2306 2694 3965
(aa 37) (aa 639) (aa769) (aa898)

Figura 15 — Esquema representativo do gen@fATPase6 e das sequéncias
polimérficas inspeccionadas(™® - Porcdo de 3050 nucleétidos obtida através de

sequenciacdo de DN/=— - intrdes do ge le; SNPs pesquisados através de PCR-
RFLP; aa — aminoacido).

M’ < 3D7 ST ===y
SR A EgA T A R

Figura 16 — Géis de agarose (3%) com resultados ifps de PCR-RFLP para
identificacédo de polimorfismos no gen@fATPase6(M -marcador de peso molecular:
MassRuler™ DNA Ladder, Low RandEermentes™); 3D7, ST2 - Controlos de
genadtipo conhecido; 1, 2, 3, 4, 5, 6 - Isolado$’déalciparum NR — Produto de PCR
nao restringido).

a - Identificacdo do polimorfismo R37K Fragmentos esperados ap0s a restricao (pbs):
alelo selvagem 37R — 103 + 94 + 92 + 40%; aleloadat37K — 143 + 94 + 92; * -
Banda né&o visivel no gel de agarose).

b - Identificacdo do polimorfismo T2694A(polimorfismo referente a um nucleo6tido);
Fragmentos esperados apds a restricao (pbs): stdlagem 2694T — 142+39*+1%;
alelo mutado 2694A — 181+1*; * - Banda nao visivelgel de agarose.

c - ldentificacdo do polimorfismo G639D. Fragmentos esperados ap0s a restricdo
(pbs): alelo selvagem 639G — 166; alelo mutado 639D44 + 22*; * - Banda nao
visivel no gel de agarose.

d - Identificacdo do polimorfismo S769N Fragmentos esperados apos a restricdo
(pbs): alelo selvagem 769S — 250+22*; alelo mufé@aN — 272; * - Banda néo visivel
no gel de agarose.
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[11.1.1.4 — Genepfubp-1

O genepfubp-1(Figura 17) foi sequenciado com sucesso do nude@b5 ao 3343,

para pesquisa de polimorfismos em algumas das eanost

ATG (5) TAA (3)

0 3613

Figura 17 — Esquema representativo do genefubp-1 (- - Porcdo de 3048
nucledtidos obtida através de sequenciacao de [—Ajntres do gene).

[11.1.1.5 — Genepfsodl

O genepfsodl(Figura 18) foi sequenciado com sucesso do nudedi0 ao 554 em
algumas amostras seleccionadas. Apds andlise dpErsdas foi encontrado um
polimorfismo no residuo 84, onde um acido asparficsubstituido por uma glicina,
codificados por GA e GG respectivamente. Verificou-se que este polimordis

genético criava um local de restricdo para a endienaestricddvival, o que permitiu

desenvolver um PCR-RFLP para se analisarem asitest@mostras (Figura 19).

ATG (5) TAA (3)
0 252 596
(aa 84)

Figura 18 — Esquema representativo do genpfsodl e da sequéncia polimorfica
inspeccionada(- - Porcdo de 544 nucleétidos obtida através deesmipcdo de
DNA; | - SNP pesquisado através de PCR-RFLP; aa — aniledac

M 3D7 ST45 1 2 3 45 6
L ——————]

E D G D D D D D G
500ph s BT LB L

Figura 19 — Gel de agarose (3%) com resultado tipicde PCR-RFLP para
identificacdo do polimorfismo D84G(M -marcador de peso moleculdassRuler™
DNA Ladder, Low RangdFermentes™); 3D7, ST45 - Controlos de genotipo
conhecido; 1, 2, 3, 4, 5, 6 - Isolados Blefalciparum Fragmentos esperados apos a
restricdo (pbs): alelo selvagem 84D — 544; aleltachw 84G-308+236).
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[11.1.1.6 — Genepfygcs

No genepfygcs(Figura 20) foi realizada a pesquisa de um detedd polimorfismo de
tamanho. Esta analise foi incluida neste estuds apdter verificado num ensaio de
PCR em tempo real a existéncia de curvas de d&soridiferentes para este gene nos
isolados em analise, facto que sugeriu a exist&ecaEmplicbes de tamanhos diferentes,
o que foi confirmado apoés visualizacdo dos prodatoglificados em gel de agarose.
Posteriormente, o gene foi sequenciado do nucledtED ao 882 com sucesso em
algumas amostras em estudo, e foi desenvolvido @R Para a analise dessa
insercao/deleccéo nas restantes amostras (Figura 21

ATG (5) TAA (3)

|
0 3191

Figura 20 — Esquema representativo do genpfygcs (- - Porcéo de nucleétidos
obtida através de sequenciacéo de DNA).

Figura 21 — Gel de agarose (3%) exemplificando umesultado da pesquisa do
polimorfismo de tamanho do genepfygcs (M -marcador de peso molecular:
MassRuler™ DNA Ladder, Low Ranffeermentes™); 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 - Isolados de
P. falciparumcom alelos de diferentes tamanhos; o isolado résepta uma mistura de
dois alelos de diferente tamanho).

[11.1.1.7 — Genespftctp, pfgst, pftrx1, pftrx2 e pfprx

Nos genegpftctp, pfgst, pftrx1l e pftrx@i obtida com sucesso uma porcao significante
da sequéncia codificante em algumas das amostrasemo. No caso dgenepfprx
ndo foi possivel a sua amplificacdo por PCR o gée permitiu a sequenciagédo e

posterior analise deste gene.
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[11.1.2 — PCR em tempo real

A metodologia de PCR em tempo real com detecca& &R Green, Irecorrendo ao

método 2744

para quantificacdo (Livak & Schmittgen, 2001), fatilizada neste
trabalho para efectuar uma estimativa do n°® deasdgvs genes em analise nos isolados
de P. falciparum provenientes das areas endémicas em estudo e hg®eses
seleccionadas, bem como para quantificacédo reldévexpressédo do gepéndrl (ver

seccao 111.3.5.3).

Inicialmente procedeu-se a optimizacdo da conogmraosprimers, dos reagentes e
do protocolo de PCR e ao célculo das eficiéncias reaccdes de amplificacdo e
eficiéncias relativas, no intuito de se procedealadacdo do método. Apos validagéo, a
metodologia foi aplicada a cada situacao espedifiesse pretendia enderecar.

Nesta sec¢do sdo apresentados os resultadosaglatfase de optimizacdo e validagcéo

dos protocolos experimentais.

111.1.2.1 — Primers

Os primers utilizados no PCR em tempo real foram desenhadoscégamente para
este trabalho. As concentracdes de cada pprithersforam variadas de modo a que se
obtivesse a maxima eficiéncia nas reaccbes de ficapdo, seguindo a metodologia
referida na seccdo 11.3.12.2. Deste modo, apOsadwasi ciclos de optimizacdo
obtiveram-se as condicBes Optimas para cada reaqc#o viriam a ser aplicadas
posteriormente. As sequéncias dmsmers a concentracdo em que a eficiéncia da
reaccdo € maxima, assim como o tamanho do ampijeéaalo em cada reaccdo, sao

apresentados no Anexo 9.

111.1.2.2 — Resultados da validag&o do métod®* "

Para que se pudesse fazer uso do métodpcom fidelidade na interpretacdo dos
resultados de quantificacédo foi necessario procedsalmente a sua validacdo. Assim,
foi calculada a eficiéncia das reaccdes de amatifio dos genes em analise e do gene
normalizador Ifousekeeping individualmente, e realizou-se a comparacdo das

eficiéncias dos genes em andlise e do gene noadalifeficiéncia relativa).
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[11.1.2.2.1 — Eficiéncias das reacc¢des de amplificao

A metodologia seguida para o calculo da eficiérdas reaccdes de amplificacdo
encontra-se descrita em pormenor na secc¢ao |I3112. A Figura 22 exemplifica um
ensaio a partir do qual foi calculada a eficiérdaareaccdo de um determinado gene
alvo (pfmdrl), onde se observa a variagdo @isa cada diluicdo seriada de DNA do
clone 3D7. Partindo dos valores obtidos relativamaneste grafico de amplificacéo, o
calculo da eficiéncia da reaccdo de amplificac@&xemplificado na Figura 23. Deste
modo, foi inicialmente registado Gt relativo as reac¢bes de amplificacdo de cada
diluicdo (a) e a partir dos valores obtidos elaborou-se umagrdfo logaritmo de cada
diluicdo de DNA v<Ct (b). Seguidamente, calculou-se a equacédo da rectanfy + b)
deste gréficdc) o que permitiu obter a eficiéncia (E) da reaccée, meste exemplo foi

de 97%. Esse valor foi calculado recorrendo & epiic= 10°4Ve). 1 x100(d).

Os resultados das eficiéncias de reac¢éo de tadgeres analisados sdo apresentados
na Tabela 10, os quais indicaram que todas asGese@presentavam eficiéncia 6ptima,

podendo assim ser aplicadas posteriormente conmaogafadicional.

Rn vs n° de ciclos

Rn

o4

1234667 8 04011121214151517 18142001 2223242626 2728 20 30313233 343536 27 363040
Ne° de ciclo

0.001

Ct da diluigdo 101

Figura 22 — Exemplo do célculo do€tspara as varias diluicdes seriadas de DNA

(Ct — Cycle ThresholdRn — Sinal de fluorescéncia normalizad®n = intensidade de
fluorescéncia emitida pel8YBR Green I intensidade de fluorescéncia emitida pelo
fluoréforo de referéncia passivo).
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Log[DNA] Ct pfmdrl
a 0 18,5
-1 21,0
-2 25,7
-3 29,5
-4 31,2

35 1
30
25 -

15 1
10 -

Ct pfmdrl

-4 -3 -2 -1 0

Log[DNA]

c ! |

y = -3,40x +18,38

1 1

d E=97%

Figura 23 — Célculo da eficiéncia (E) da reaccao dgenepfmdrl

Tabela 10— Eficiéncias de reaccao para 0s genes em estudo

Gene Valor do declive (m) Eficiéncia da reaccgéo (Yo
pfpactinal -3,32 100
pfmdrl -3,4 97
pfATPase6 -3,41 96
pftctp -3,34 99
pfgpx -3,33 99
pfar -3,41 96
pfgst -3,5 93
pfsod1l -3,4 96
pftrx1 -3,33 99
pftrx2 -3,37 98
pfprx -3,46 95
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111.1.2.2.2 — Eficiéncias relativas

Na Figura 24 é apresentado um exemplo relativo mpacacdo das eficiéncias de
reaccdo de um gene alvafridrl) e do gene normalizadgpffactinal). Deste modo foi
levada em consideracao a variacaa\@s (Ct gene alvo €t pffactinl) das reaccdes de
amplificacdo ao longo das diluicdes seriadas do D@Aginariamente foi calculada a
média dosCt a cada diluicdo para cada um dos genEmdrl e pfsactinal) e
determinou-se ACt correspondenteCt pfmdrl— Ct pffactinal) (a). Elaborou-se entéo
um grafico representativo do logaritmo da diluicdesDNAvs ACt (b) a partir do qual
seobteve a equacao da re{ta e o respectivo declivid). Neste caso exemplificativo,
o valor absoluto do declive da recta foi 0,0¢B1(| < 0,1) indicando que as eficiéncias
das reaccdes dos dois genes sdo aproximadameai® igu seja, a eficiéncia relativa é
Optima.

A semelhanca do exemplo apresentado, foram efexguanbaios similares para todos
0s genes em analise tendo-se atingido eficiénelaswas 6ptimas apos optimizacdo em

todos os casos (Tabela 11).

Log[DNA] Ct pfmdrl - Ct ppactina
0 -1,6
a -1 -1,5
-2 -1,4
-3 -1,1
-4 -1,5
Log[DNA]
g T T T T
b '§ -4 -3 -2 -1
o>
O .
o . : :
©
E
o
O

C y = -0,063x -1,55

X

q Im| = 0,063 < 0,1

Figura 24 — Comparacao das eficiéncias de reaccaee camplificacdo do gene

pfmdrl e do genepffactinal (gene normalizador)(Jm| - valor absoluto do declive da
recta).
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Tabela 11— Valores de| m| para os genes em estudo

Gene Valor absoluto do declive da rectg m |
pfmdrl 0,0633
pfATPase6 0,0883
pftctp 0,0832
pfgpx 0,0635
pfgr 0,0286
pfgst 0,0877
pfsodl 0,057
pftrx1 0,012
pftrx2 0,035
pfprx 0,067

[11.1.2.3 — Estimativa do nimero de copias do gengfmdrl como controlo auxiliar
de validacédo

A validacdo de todos os ensaios de PCR em tempdaieeseforcada recorrendo a
utilizacdo do gengefmdrl como controlo. Neste contexto, fez-se uso de inkgén
anteriormente publicada onde havia sido previameet®onstrado que o clorfe.
falciparum Dd2 possui 4 coOpias deste gene (Cownearal, 1994). Deste modo,
independentemente do gene alvo em estudo, inclkfeamm todas as experiéncias
reaccoes de PCR de quantificagédo do gem&lrlno clone Dd2 relativamente ao clone
3D7, detentor de cépia Unica do mesmo gene. Nalddbe estdo designadas as
observaces resultantes de 20 experiéncias indepesg de onde é possivel constatar
gue os resultados observados estdo de acordo comasoados esperados, 0 que
proporcionou confianca adicional relativamentelzustez de ensaio.

Na Figura 25 est& representado um exemplo de uaiceds quantificacdo do nimero
de copias do gengmdrlno clone Dd2 em relacdo ao clone 3D7.

Tabela 12 — Resultados da avaliagdo da robustez dw@todo de validacéo
(20 experiéncias independentes; * - Cowratal, 1994).

N° copiaspfmdrl  Publicado* Observado neste trabalho

Média Minimo  Maximo Desvio padrao
4 3,7 3,2 4,5 0,68

92



RESULTADOS

Rn vs n° de ciclos

10
.1 .
Rn
Threshold
D s s s = v e sz 8 o x «xx e suw -« n % & ok & w3 o o® R ok 4 xoxx
7]
0.04
X_J
0.001
12323456 7 2 910411212311 56 AT 18192021 22 R 2526 2728 203031 22 33 34 2536 37 282040
N° de ciclos
' v v '
pfmdrl pfmdrl pfRactinal pf3actinal
Dd2 3D7 Dd2 3D7

Ct=23,1 Ct=24,4 Ct=24,7 Ct=24,1

AACt = (Ct pfmdr1-Ct pf3actinal)Dd2 - (Ct pfmdr1-Ct pfRactinal 3D7
N° copias dopfmdrlno clone Dd2 = 2 44Ct=2-(19)=3 7

: k

N° de copias dgpfmdrlno clone Dd2 = 4

Figura 25 — Resultado tipico da estimativa do n° debpias dogenepfmdrl no clone
Dd2 relativamente ao clone 3D{Ct — Cycle ThresholdRn — Sinal de fluorescéncia
normalizado; Rn = intensidade de fluorescéncia emitida p&¥BR Green I/
intensidade de fluorescéncia emitida pelo fluordfe referéncia passivo).
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[11.2 — ESTUDO MULTICENTRICO DE AVALIACAO DA SUSCEPTIBILIDADE IN VITRO AOS
DERIVADOS DA ARTEMISININA E ESTUDO GENETICO MULTILOCUS EM POPULACOES

NATURAIS DE P.falciparum DE AFRICA E AMERICA DO SUL

Esta componente do trabalho aqui apresentado cpldera avaliacdo da actividade
vitro dos derivados da artemisinina e/ou amodiaquingpepulacbes naturais de.
falciparum provenientes de trés areas endémicas para mdRapmiblica Democratica
de Sdo Tomé e Principe (RDSTP), Brasil e Ruandaamédlise genéticanultiiocusdas
mesmas. Sumariamente, efectuou-se a pesquisa dmog@mos genéticos e a
avaliacdo do numero de cOpias em genes potencitdnmoduladores de actividade
antimalarica, avaliou-se a sua prevaléncia na pgfol parasitdria em estudo e
investigou-se uma possivel correlacdo com diferedeasusceptibilidade aos farmacos

em estudo.

Salienta-se que este estudo foi tornado possivelal@ existéncia prévia de protocolos
de cooperacéo cientifica estabelecidos entre o GMMT e o Centro Nacional de
Endemias da Republica Democréatica de Sdo Toméreipxi (RDSTP), o Instituto
Evandro Chagas de Belém do Par4, Brasil, o IngiituRecherche en Sciences de la
Santé, Bobo Dioulasso, Burkina Faso e o Prince tleldpstitute of Tropical Medicine,

Antwerpen, Belgium.

[11.2.1 — Seleccéo e colheita dos isolados: dadosrgis

Os dados referentes ao numero de isolados seledasncolhidos e inspeccionados

relativamente a sua farmaco-susceptibilidadevitro para cada uma das éareas

endémicas estudadas séo apresentados na Tabela 13.

No Ruanda, dos 93 isolados colhidos, 80% foram tiigados relativamente a sua
susceptibilidade a dihidroartemisinina e amodiag@om sucesso.

Na RDSTP dum total de 80 pacientes infectados caiéna seleccionados nao foi
possivel efectuar a colheita em 10 devido a difiadés logisticas inerentes a prépria
colheita. Dos 70 isolados colhidos, cultivados mofgados, foram obtidos resultados
interpretaveis relativamente aos testegitro em 73%, 61% e 76% das amostras para o

artemeter, artesunato e amodiaquina, respectivament

94



RESULTADOS

No Brasil, de entre 68 amostras seleccionadagnfehidas 66 tendo-se perdido duas
por complicagdes no processamento ap0s a colliditeentre as amostras colhidas,
foram obtidos resultados validos em 85% dos caslatvamente a ambos os farmacos

artesunato e artemeter.

O insucesso na realizacdo e interpretacéo dos test#ro malogrados na RDSTP e no
Brasil deveu-se fundamentalmente a auséncia deim@stoin vitro dos parasitas ou

contaminacg@es indesejadas por bactérias ou fungos.

Tabela 13 — Numero de isolados seleccionados, cdibs e fenotipados por area
endémica

Area endémica N° isolados N°isolados N° isolados Antimalarico

seleccionados  colhidos fenotipados

Ruanda 107 93 74 amodiaquina
74 dihidroartemisinina

RDSTP 80 70 53 amodiaquina
43 artesunato
51 artemeter

Brasil 68 66 56 artesunato

56 artemeter

[11.2.2 — Avaliag&o da susceptibilidaden vitro e analise genéticanultilocus

Esta seccdo sera estruturada em partes distintasde a facilitar a apresentacao dos
resultados. Sequencialmente, serdo apresentadosresdtados da actividade
farmacoldgicain vitro dos antimalaricos testados expressos em valord€5MEs, a
correlacdo entre essas actividades antimalaricesyal@ncia dos polimorfismos
analisados nas populacdes parasitarias naturais u@ orrelacdo com as
susceptibilidades aos antimalaricos avaliados efipg a estimativa do n° de copias

dos genes analisados.
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111.2.2.1 — Actividade in vitro dos antimalaricos testados

A distribuicdo de cada uma das amostrasPdefalciparum por concentracdo dos
respectivos IC50s (nM) relativos aos farmacos enndesnas trés areas endémicas esta
representada na Figura 26. De referir que a a@ialg farmaco-susceptibilidade
vitro nas populacdes parasitarias estudadas foi realizacbrrendo ao método do
microteste da O.M.S. (W.H.O., 1997), como anteramta descrito na secgéao 11.4.5.

Os dados dos IC50s relativos aos antimalaricoadest nas trés areas endémicas
estudadas estdo contidos na Tabela 14 onde saseaf@@os os valores das médias
geomeétricas e intervalo de confianca (IC 95%), nedlanaximo e minimo de IC50s,
amplitude de variacdo dos IC50s e numero de iseladsistentes a amodiaquina e
amodiaquina. Os valores para cada isolado indilnderste sdo apresentados nos
Anexos 10, 11 e 12.

Relativamente aos derivados da artemisinina osdedt susceptibilidade mostraram

uma grande variacdo nas respostas dos isoladdéramcos em estudo, o que pode ser
confirmado pela observacdo dos valores minimos xinmo& de IC50s apresentados

(Tabela 14).

No caso da amodiaquina, em tendéncia similar aposéss aos derivados da
artemisinina observou-se também uma variacdo esipeeso grau de susceptibilidade
de entre as amostras inspeccionadas. Verificoaeeionalmente, que uma proporcao
relativamente elevada de isolados apresentava umménuicdo significativa da
susceptibilidade a este farmaco. De especial netéx@lestaca-se a observacado de que
9,4% dos parasitas testados na RDSTP e 7% no Rapnelsentaram valores de IC50s
superiores a 60 nM, considerado como o limite dirpdo qual se categorizam o0s
parasitas como resistentes a este farmaco. Refaagda o facto de este antimalarico
ter revelado ser meno potente que os derivadogtdmiainina, tendo em conta 0s

valores das médias geométricas de IC50 (Tabela 14).
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Figura 26 — Distribuicdo dos IC50s (nM) relativos as farmacos em estudo
(DHA — dihidroartemisinina, ATM — artemeter, ARS aftesunato, AMD —
amodiaquina).
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Tabela 14— Actividade in vitro dos isolados das areas endémicas estudadas
(Limiar de resisténcia: amodiaquina - 60 nM; detive da artemisinina - ndo definido;
IC 95% - intervalo de confianca a 95%)

Area Antimalarico Média Valores extremos Variacdo Isolados
endémica geomeétrica (nM) nos resistentes
(nM) minimo maximo  IC50s (%)
IC 95%
Ruanda amodiaquina 17,3 2,1 205,6 98 5(7)
10,6-24,0
dihidroartemisinina 2,6 0,3 14,3 20 -
2,0-3,2
RDSTP amodiaquina 12,9 1,0 156 156 5(9,4)
3,5-22,3
artesunato 0,13 0,05 9,0 180 -
0,31-0,57
artemeter 0,59 0,2 12,5 63 -
0,05-1,13
Brasil artesunato 0,85 0,1 4.9 49 -
0,55-1,15
artemeter 3,0 0,2 23,2 116 -
1,5-4,5

[11.2.2.2 — Correlagéo entre os perfis de susceptibilidadm vitro dos antimalaricos

No intuito de se verificar se existia alguma c@céb entre as respostas dos isolados
aos antimalaricos estudados em cada uma das andamieas, todas as amostras
testadas foram organizadas por ordem crescentevaloses dos IC50s para cada
farmaco. Subsequentemente, estes valores foramrelimgpdas entre os diferentes
farmacos, calculou-se o coeficiente de correlagdoe (verificou-se a significancia
estatistica desta correlacdo através do ®gearman Rank Order Correlation testing
(Wessa, 2007).Considerou-se existir uma correlagdo significatiemtre as
susceptibilidades de dois farmacos quando o va®r<dd,05.Assim, verificou-se uma
tendéncia de correlacdo directamente proporcia@shijsticamente confirmada) entre
as respostas aos antimalaricos testados nas te&s @&@ndémicas, em todas as
combinagdes (Tabela 15; Figura 2&$ correlacdes mais significativas entre a resposta
in vitro de quaisquer dois farmacos verificaram-se entrdevwados da artemisinina
(Tabela 15).

Chama-se a atencédo para a observacgédo de que naPRID$Bolado particular possuia
os valores de IC50s mais elevados para os tréadasnl12,5 nM, 9,0 nM e 156,0 nM,

para o artemeter, artesunato e amodiaquina, respaente.
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Tabela 15 — Correlacéo entre as respostas vitro dos antimalaricos testados nas

areas em estudo(r - Spearman’s rank-order correlation coefficient,PValor da
significancia estatistica).

Area Antimalaricos r P Figura
endémica
Ruanda dihidroartemisinina vs amodiaquina 0,5 <0,001 27 a
RDSTP  amodiaquina vs artesunato 0,6 <0,001 27Db
amodiaquina vs artemeter 0,4 0,004 27 c
artemeter vs artesunato 0,6 <0,001 27d
Brasil artesunato vs artemeter 0,9 <0,001 27 e
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Figura 27 — Graficos de correlagdo entre as resp@sin vitro dos antimalaricos
testados nas areas em estud@ — Ruanda), ¢, d — RDSTP;e — Brasil; DHA —
dihidroartemisinina; ATM — artemeter; ARS — artestan AMD — amodiaquina).
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[11.2.2.3 — Pesquisa de polimorfismos genéticos aaprevaléncia

A determinacao do perfil genotipico das amostrasestndo seguiu duas abordagens
diferentes, tal como anteriormente referido. D@stelo, a pesquisa de polimorfismos
de novafoi realizada recorrendo a sequenciacdo direclaNik numa sub-amostra dos
isolados deP. falciparum seleccionada de acordo com os valores dos ICa0s d
dihidroartemisinina para os isolados do Ruandartesunato para os isolados do Brasil
e do artemeter para os isolados da RDPST. Deste,fayxdm seleccionados 4 isolados
com elevado IC50s (baixa sensibilidade) e 4 is@adom baixo IC50s (elevada

sensibilidade) de cada regiéo.

A pesquisa poPCR-RFLP foi realizada em todos as amostras enfiogjegtraido DNA

com sucesso (Tabela 16).
A prevaléncia alélica nas trés areas endémicadatds serd organizada de acordo com

o gene em estudo. O perfil genotipico de cada wrstdados analisados é apresentado

nos Anexos 10, 11 e 12.

Tabela 16 — Namero de amostras analisadas por areadémica

Area endémica N° amostras N° amostras
em papel de filtro DNA extraido
Ruanda 99 98
RDSTP 70 69
Brasil 66 66
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111.2.2.3.1 — Genepfmdrl

Para analise do gerdmdrl recorreu-se a sequenciacdo de DNA para a pesdaisa
polimorfismo F184Y em 8 amostras do Ruanda e 8 d@SHP previamente
seleccionadas, tendo a pesquisa dos polimorfisTf8YNN1042D e D1246Y sido
realizada com sucesso por PCR-RFLP em 98 amosir&uanda, 69 da RDSTP e 66

do Brasil.

No Ruanda a analise dos diversos SNPs revelou uedominancia dos alelos
mutantes 86Y e 184Y, tendo-se no entanto verifiadxisténcia de alelos selvagens
em circulacdo. No caso do residuo 1042, verifimuni®ia auséncia do alelo mutado,
circulando na populacdo analisada exclusivamentaleto selvagem 1042N. Em
contraste, no caso do residuo 1246 verificou-se distabuicdo equilibrada dos dois
alelos alternativos 1246D e 1246Y (Figura 28).

Na RDSTP e em tendéncia similar as obervacdes rend?dy verificou-se uma
predominéncia dos alelos 86Y e 1042N. No entards,rasiduos 184 e 1246 os alelos

selvagens, 184F e 1246D, demostraram ser maismnedotes (Figura 28).

No Brasil, os resultados revelaram a predominadciahaplotipo caracteristico da
América do Sul, 86N, 1042D e 1246Y, a excepcaocedduo 1042, em que predomina
0 alelo mutado 1042D. Os alelos 86N e 1246Y paretematingido fixacdo na

populacao parasitaria local (Figura 28).
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Figura 28 — Prevaléncia dos SNPs analisados no gepfendrl (m — mistura de alelos;
alelos selvagens — 86N, 184F, 1042N e 1246D; alelomdos — 86Y, 184Y, 1042D e

1246Y; polimorfismopfmdr F184Y foi pesquisado por sequenciacdo em 8 amadtras
Ruanda e 8 da RDSTP).
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111.2.2.3.2 — Genepfcrt

No genepfcrt foram pesquisadas as mutacdes N75E e K76T recrr&rtécnica de
PCR-RFLP com sucesso em 98, 69 e 66 amostras, alodRuda RDSTP e do Brasil
respectivamente.

De um modo geral observou-se uma predominancisa@¢éevdo alelo mutante 76T,

associado a resisténcia a cloroquina em todasas astudadas (Figura 29).

No Ruanda observou-se uma predominancia extremansdevada dos alelos 75E e
76T, tendo-se no entanto verificado ainda a exisééte parasitas portadores de alelos
selvagens na populacdo parasitaria analisada. Btraste, verificou-se uma completa
auséncia de parasitas portadores de genétipoggeavama RDSTP, demonstrando que
as mutacdes N75E e K76T se encontram fixas na ao@alparasitaria local (Figura
29).

No Brasil a andlise revelou a presenca do haplagacteristico da América do Sul,
76T e 75N em todas as amostras analisadas, evathelocassim a fixagdo do mesmo
nesta regido (Figura 29).
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Figura 29 — Prevaléncia dos SNPs analisados no ggrfert (m — mistura de alelos;
alelos selvagens — 76K e 75N; alelos mutados —e7B3E).
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111.2.2.3.3 — GenepfATPase6

A pesquisa de polimorfismode novono genepfATPase6por sequenciacdo foi
realizada num total de 29 amostras com diferenisseptibilidades aos derivados da
artemisinina, provenientes das trés regides entd@sida andlise das sequéncias de 13
amostras do Brasil, 7 do Ruanda e uma da RDSThfmraeladas oito mutagdes ainda
nao descritas previamente a este estudo, de esmtguas duas demonstraram ser
sindbnimas (A345G e T2694A) e seis ndo-sinbnimasl(@]l T1204G, G1291A,
T1707A, G1888T e G1916A). De notar que a mutac&vigmente associada com o
aumento da toleréncia ao artemeter na Guiana FFan8&69N, né&o foi identificada em

nenhuma das amostras.

Foi verificado que a grande maioria das muta¢gOsssaptam uma distribuicéo regional,
tendo os polimorfismos G110A, G1888T e G1916A sdentificados somente nas
amostras do Brasil, enquanto que as mutacoes A3RHPN4G, G1291A e T1707A,

sido encontradas nas amostras do Ruanda e na RBSIrfca mutacdo comum as trés

regides foi a mutacao sinébnima T2694A (Tabela 17).

A diversidade dos polimorfismos por regido també&madnstrou ser variavel, tendo-se
observado que as amostras provenientes de Africesetam o maior nimero de
polimorfismos. Assim, nos parasitas Africanos ifbbs na andlise detectaram-se um
total de 5 polimorfismos genéticos, que permiterdifaczar 4 proteinas de sequéncias
distintas. De entre o leque de parasitas inspeadus provenientes do Brasil, foram
detectados um total de 4 polimorfismos e identifasa3 tipos de proteinas putativas.
Adicionalmente, a analise destes polimorfismos ppufacdo parasitaria do Brasil
realcou o facto de esta poder ser dividida em Ha6tipos principais (Tabela 17),
com a mutacdo G1888T a formar um grupo diferentestdaido por um sé isolado, de

entre um total de 13 amostras sequenciadas.

Recorrendo a técnica de PCR-RFLP, foi pesquisado socesso o polimorfismo
sinbnimo T2694A e o polimorfismo S769N na RDSTP e Ruanda em 69 e 98
amostra, respectivamente, tendo-se verificado aisit@écia da mutacdo S769N e a

predominancia do alelo 2694A (Figura 30).
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No Brasil foi também pesquisado por esta técnica socesso o polimorfismo T2694A
em 66 amostras bem como os polimorfismos, R37K,956F769N em 59, 60 e 66
amostras, respectivamente. A prevaléncia destes 882 representada na Figura 30.
Foi verificada a presenca de duas possiveis cogimsaentre os diferentes SNPs,
contendo os nucle6tidos GGA ou ATA nas posices 1906 e 2694. A prevaléncia
destes haplétipos alternativos foi de 88% para A E&elvagem) e 12% para o ATA

(mutante).
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Figura 30 — Prevaléncia dos SNPs analisados por PEH¥FLP no genepfATPase6

(* Referente a um nucle6tido, ndo ao nimero dummaadtido; m — mistura de dois
alelos; alelos selvagens — 2694T*, 37R, 639G, 76880s mutados — 2694A*, 37K,
639D, 769N).

[11.2.2.3.3.1 — Localizacdo das mutacdes descritasm termos de topologia
membranar predita da proteina PfATPase6 e seus domibs funcionais

No intuito de avaliar a relevancia de alguns ddsmmfismos encontrados e analisados
no genepfATPasefoi pesquisada a sua localizacdo na estruturaataipa em termos
de topologia transmembranar (Figura 31), assim comtipo de dominio funcional da
proteina onde se inserem (Figura 32). Para talnfon#tilizados o0s recursos
bioinforméaticos TMHMM Server v. 2.0e Pfam: clans, web tools and services

respectivamente.
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Os resultados obtidos confrmam que o gefATPase6codifica uma proteina
transmembranar transportadora de Calcio, uma ATRASelo tipo SERCA. Esta
proteina encontra-se envolvida nos processos ho®gle transporte do ido célcio e

outros catides e participa em processos metabdlicos

As enzimas ATPases sdao complexos de enzimas podadores de ides ligadas a
membrana, combinam a sintese e/ou hidrolise de &R o transporte de protdes
através da membrana. Existem diferentes tipos dBadds, que podem variar na
funcéo, estrutura e no tipo de ibes que transpofieste caso, trata-se duma P-ATPase
transportadora de ido €aatravés da membrana utilizando como energiaralisd do
ATP.

A proteina demonstrou possuir oito hélices transbhmanares com dominios

extramembranares de tamanhos variados (Figura 31).

Os residuos polimérficos analisados encontram-salifmdos em dois dominios
funcionais proteicos diferentes (Figura 32). Odesi37 encontra-se na porgao terminal
N, uma regido conservada da proteina que se esiermésiduo 3 ao 81 e que tem como
funcéo 0 transporte transmembranar de catides
(http://pfam.sanger.ac.uk/family?id=Cation_ATPasp_NDs residuos 639 e 769
localizam-se no dominio funcional hidrolase questende do residuo 352 ao 935. Este
dominio possui actividade catalitica, actuando @&ogdos anidridos, catalizando
movimento transmembranar de substancias

(http://pfam.sanger.ac.uk/family?id=Hydrolase).
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639 769 *
Dentro: 1- 63

TM1 64-81

Fora: 82- 90

TM2 91- 113
Dentro: 114- 211
TM3 212-234
Fora: 235- 262
TM4 263-284
Dentro: 285- 290
TM5 291- 313
Fora: 314- 1048
TM6 1049- 1071
Dentro: 1072- 1155
TM7 1156- 1178
Fora: 1179- 1192
TM8 1193-1212
Dentro: 1213- 1228

Figura 31 — Topologia membranar predita da proteinaPfATPase6

(1 a 8 — Hélices transmembranares preditas utdaad@MHMM Server v. 2.0,

disponivel em http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMMI,* -coordenadados

aminoacidos; TM — Hélices transmembranar #, - Localizacdo dos residuos
polimorficos analisados).

=—_—“ -
CE——
37 639 769

_ Residuo Residuo
Dominio . .
Inicial Final
|| "
Transportador de Catides/ATPase_N 3 81
I E1-E2_ATPase 99 348
[ Hidrolase 352 935
| ]
| Transportador de Catibes/ATPase C 1031 1215

Figura 32 — Disposicao dos dominios funcionais dagqieina PfATPase6
(¥ - Localizacdo dos residuos polimérficos analisadoadaptado de
http://pfam.sanger.ac.uk/search?tab=searchSequikentgB
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[11.2.2.3.4 — Genepfubp-1

O genepfubp-lapresenta um polimorfismo de tamanho na sua seigéeflectindo-se
na estrutura da proteina, a qual pode apresentarvanacdo no nimero de repeticbes
da sequéncia RMNHANRVS, que se inicia a nivel dadw 701. No decorrer deste
trabalho, os resultados de sequenciacdo deste dgmmenstraram que o clorfe.
falciparum 3D7 apresenta 4 repeticbes da sequéncia refermizapto que o clonP.
falciparumDd2 apresentapenas duas. A nivel do DNA, no clone Dd2 verieague
este polimorfismo se reflecte numa delec¢do de Usledtidos comparativamente ao
clone 3D7.

No intuito de aprofundar o conhecimento da estautpopulacional nas amostras
provenientes de Africa e do Brasil, foi pesquisaeim algumas amostras esse
polimorfismo de tamanho encontrado no gpfubp-1.0s resultados demonstraram que
para além da deleccdo de 54 pares de bases (pifg)ada anteriormente no clone
padrdo Dd2, algumas amostras apresentavam um ioico de delecgcédo equivalente a
apenas 27 pbs, correspondendo a auséncia da seqBABHANRVS na proteina

traduzida.

Verificou-se ainda que a populacao parasitaria gnimnte do Ruanda apresenta uma
maior diversidade, assim como combinac¢des divemnstae o polimorfismo de tamanho
neste gene e o genoétipo do gpeTPasefenquanto que nas amostras do Brasil parece
existir uma associacdo mais evidente entre o tamdatpolimorfismo e o gendétipo do
gene pfATPaseb dando origem a haplotipos caracteristicos ondénserem varias

amostras diferentes (Tabela 17).
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Tabela 17 —SNPs do gengfATPase6analisados por sequenciacao e polimorfismo
de tamanho do gengfubp-1(polimorfismos referentes a nucleétidos).

IC50 pfATPase6 pfubp-1
(") 7110 345 1204 1291 1707 1888 1916 2694 T
3D7 ARS
0,7 G A T G T G G T 0
Brasil ATM
230 G A T G T G G A 0
25 G A T G T G G A 0
221 G A T G T G G A 0
126 G A T G T G G A |1l o
0,5 G A T G T G G A 0
0,5 G A T G T G G A 0
0,3 G A T G T G G A 0
0,2 G A T G T G G A 0
232 A A T G T G A T 27
104 A A T G T G A T |2 -27
43 A A T G T G A T 27
09 A A T G T G A T 27
21 G A T G T T G A3 o0
Ruanda DHA
0,3 G A T G T G G T 0
143 G A T G T G G A 27
8,8 G 6 T G A G G A 27
4,7 G A T A T G G A 27
0,5 G A G G T G G A 27
9,6 - A T G T G G T -54
03 G A T G T G G T 54
RDSTP ATM
6,7 - 6 T G T G G T 27

Legenda: ARS - artesunato; ATM -atemeter; DHA - dihidroartemisininag

sombreado cinzento representaucleétido mutado: nucleétideo ndo definido; T —
tamanho do polimorfismo do gemdubp-1,0 representa uma sequéncia idéntica ao
clone de referéncia 3D727 representa uma deleccdo de 27 nucle6tidos no gedhe;
representa uma deleccdo de 54 nucledtidos no derig; 3 — haplétipos encontrados
nos isolados do Brasil.

[11.2.2.3.5 — Genepfsod1

O genepfsodlfoi inicialmente inspeccionado por sequenciacadintuto de pesquisar
potenciais polimorfismos, em 16 amostras selecdasiasendo 8 destas provenientes
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do Ruanda e 8 da RDSTP. A andlise comparativa eqsésacias obtidas revelou a
existéncia de um unico polimorfismo, D84G, nas @amassda RDSTP. Apés andlise por
PCR-RFLP em 98 amostras do Ruanda, 69 da RDSTRle Beasil, verificou-se que a

presenca da mutacao era exclusiva da populacéerpemie da RDSTP néo tendo sido

revelada nas restantes populagfes parasitariactispadas (Figura 33).

1007 o4
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odl— = = = = & = &= &
D G m D G m D G m
84 84 84
RDSTP Ruanda Brasil

Figura 33 — Prevaléncia do SNP analisado no gepésodl
(m — mistura alelos; alelo selvagem — 84D, aleltatio — 84G).

[11.2.2.3.6 — Genepfygcs

No genepfygcsfoi realizada a pesquisa dum polimorfismo de tdmamnteriormente
descrito entre estripes diferentes Rlefalciparum(LUersenet al, 1999). A proteina
codificada por este geneyda5CS, apresenta uma inser¢ao a nivel do amino&didp
que pode variar no seu numero de aminoacidos. HssascOes sdo sequéncias
repetidas da sequéncia YQSNLQQQ (Luerseal, 1999).

Apoés se ter verificado a existéncia desse polirordi de tamanho por observagédo de
produtos amplificados em gel de agarose, foi ol#idaquéncia da por¢cédo do gene onde
a mesma se insere em 13 amostras da RDSTP, termtdlse das sequéncias
confirmado que estes polimorfismos de tamanho semdea inser¢gbes de sequéncias
repetitivas ricas em Glutamina (Figura 34), tal oasescrito anteriormente em estirpes

diferentes dé®. falciparum
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Com o intuito de alargar o conhecimento sobre eesgmtacao intra-populacional desse
polimorfismo, foi realizada a sua pesquisa recaloed analise de tamanho de produtos
de PCR em gel de agarose, fazendo usopriteers flanqueadores da sequéncia
polimdrfica em 69 amostras da RDSTP, 98 do Ruar@fado Brasil.

Nos isolados do Ruanda e da RDSTP, ap0s visuatizdgd produtos amplificados,
verificou-se existir um elevado grau de polimorftmnde tamanho ao nivel intra-
populacional (Figura 35). Foram encontrados 8 eledos respectivamente, com
diferentes tamanhos. Os diferentes polimorfismoanfioorganizados de 1 a 8, no caso
do Ruanda e de 1 a 9 no caso da RDSTP, por ord=wmertte de tamanho.

Nos isolados do Brasil ao contrario dos isoladod\fiica, em que se verificou existir
um elevado grau de polimorfismos de tamanho a imitta-populacional, observou-se a
existéncia de somente dois polimorfismos de tamaotim predominéancia de 91% de

um deles (Figura 35).

Em resumo, foram encontrados 9 alelos com difetam@nho nos isolados da RDSTP,
8 alelos nos isolados do Ruanda e 2 alelos noadissldo Brasil, revelando-se assim
uma diversidade alélica significativamente maisvad@ em parasitas Africanos. Os
resultados relativos a caracterizacdo de cada wnisidados das areas estudadas

relativamente a este polimorfismo de tamanho sésaptados nos Anexos 10, 11 e 12.

-YQSDLQQQ CQSDLQQQ YQSNLQQQ NVQPKQRQQMIQYV

-YQSNLQQQ YQSNLQQQ CQSDLQQQ YQSNLQQQ NVQPKQRQQMIQYV

-YQSNLQQQ YQSDLQQQ YQSDLQQQ CQSDLQQQ YQSNLQQQ NVQPRQQMIQYV

- YQSNLQQQ YQSDLQQQ YQSDLQQQ YQSDLQQQ CQSDLQQQ YQSRRQ NVQPKQRQQMIQYV
-YQSNLQQQ YQSNLQQQ YQSDLQQQ YQSDLQQQ YQSDLQQQ CQSDRQ YQSNLQQQ NVQPKQRQQMIQYV

Figura 34 — Sequéncias traduzidas da regido polimfica do gene pfygcs em
algumas amostras da RDSTP, exemplificando insercdespetidas da sequéncia
YQSNLQQQ na proteina predita (1, 2, 3, 4, 5 -amostras da RDSTP).
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Figura 35 — Prevaléncia do polimorfismo de tamanhalo genepfygcs nos isolados
das trés areas endémicas estudds <2 <3 <4 <5 <6 <7 <8 <9 — polimorfismo de
tamanho; M — mistura de alelos de tamanho difeyente

[11.2.2.3.7 — Genegftctp, pfgst, pftrx1 e pftrx2

A andlise das sequéncias obtidas para os gpftetp, pfgst, pftrxl e pftrx2m 8
amostras da RDSTP e 8 do Ruanda, revelaram at@éegis de polimorfismos.

[11.2.2.4 — Correlagdo dos polimorfismos genéticogom a eficaciain vitro dos
antimalaricos testados

No intuito de se proceder a analise da correlagée eos diferentes gendtipos e a
susceptibilidade aos derivados da artemisininad® dsio existir um valor de 1C50
previamente apontado como o limiar de resistéimciatro, foi inicialmente estipulada
como barreira de divisdo o valor da média geongtdos IC50s de cada farmaco.
Subsequentemente, as amostras foram organizadis ¢en conta 0os seus IC50s, que
se situaram acima ou abaixo desse valor. No caamddiaquina, para se classificarem
as amostras de acordo com a sua respostatro, foi utilizado o valor limite de
resisténcia equivalente a 60 nM, previamente détewo (Bascoet al, 2002). Os
dados foram agrupados em tabelas de contingén2iee2xerificada a significancia das

potenciais associagdes entre 0s gendtipos e aiafindvitro aos farmacos em estudo,
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usando o teste de Fisher (http://faculty.vassafl@duy/fisher.html). As associacdes
foram consideradas estatisticamente significatizssdo o valor de < 0,05.

A prevaléncia extremamente elevada de alguns ahelsggenegm analise impediu a

realizacdo de uma avaliacdo estatistica apropr@alacorrelacdo entre todos os

genotipos e a resposta dos parasitas aos comgostasalise.

Apoés tratamento estatistico, verificou-se assimuaémacia de associacdo entre as

mutacdes pontuais analisadas e as respost@so aos antimaléricos testados em todas

as areas estudadas (Tabela 18).

No intuito de se pesquisar uma potencial correlagéce o polimorfismo de tamanho
no genepfygcs e a susceptibilidade aos farmacos em estudo, astas foram

agrupadas de acordo com o seu valor de IC50 pdeaféemaco em estudo, por ordem
crescente. Consequentemente, avaliou-se a cowetagée o tamanho do alelo e os
valores de susceptibilidade a cada um dos farmatidizando o teste estatistico de

correlacddSpearman Rank Order CorrelatigWwessa, 2007).

Os resultados demonstraram que nas amostras dod&s&n verificou existir uma
correlacéo estatisticamente significativa entraumento do tamanho do polimorfismo
do genepfygcse a diminuicdo da susceptibilidade a amodiaquindeP=0,02 (Tabela
18).

Tabela 18 — Valores dé®, significancia estatistica da correlacéo entre adiferentes
polimorfismos e a susceptibilidade aos antimalarie(DHA — dihidroartemisinina,
AMD — amodiaquina, ARS — artesunato, ATM — artemete

pfygcs pfmdrl pfcrt pfsodl pfATPase6
N86Y F184Y N1042D D1246Y N75E D84G R37K G639D T2694
s AMD 0,02 0,62 0,8 - 0,16 0,92 - - - 0,29
g DHA 0,08 0,17 0,78 - 0,55 0,55 - - - 0,12
AMD 0,76 084 0,64 - 0,57 - 0,61 - - 0,69
E ARS 0,73 065 0,43 - 0,35 - 0,12 - - 0,07
= AT™M 081 051 0,78 - 0,29 - 0,75 - - 0,57
— ARS 0,66 - - 0,41 - - - 0,55 0,41 0,44
g ATM 0,66 - - 0,38 - - - 0,59 0,38 0,66
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[11.2.2.5 — Estimativa do n°® de cOpias dos genes ezstudo

A expressao diferencial e/ou n° de copias altetmdalguns dos genes em analise tem
sido associado a diferentes respostas dos parasigaderivados da artemisinina. Esta
possibilidade de que parasitas com diferentes ptisitielades, poderiam ter sofrido
amplificacédo desses genes foi investigada. Assineféctuada uma estimativa do n° de
copias dos geng¥sodl, pfmdrl, pfgpx, pfATPase6, pfgst, pfgrtmpfteftrxl, pftrx2 e
pfprx em 8 isolados d®. falciparumdo Ruanda e 8 isolados & falciparumda
RDSTP e no clone de. falciparumDd2 (controlo). No caso das amostras provenientes
do Brasil procedeu-se apenas a quantificacdo deride copias dos genpBndrle
pfATPasef num total de oito amostras. Os 8 isolados de éada endémica foram
seleccionados de acordo com os IC50s relativosrtasumato no caso do Brasil, ao
artemeter na RDSTP e dihidroartemisinina no Ruatetao sido testados os 4 isolados
com os IC50s mais elevados e os 4 isolados cor@a@sImais baixos de cada regido

estudada, como anteriormente referido.

Esta estimativa foi feita por PCR em tempo real ateteccdo con8YBR Green, |
utilizando como método de quantificacdo o mét@dd™ (Livak & Schmittgen, 2001).
Para utilizar este método procedeu-se primeirameste validacdo, o que foi levado a
cabo com sucesso, tal como descrito anteriorm@ht.2.2). Como controlo multi-
cOpias foi utilizado DNA do clone de. falciparumbDd2 dado possuir 4 copias do gene
pfmdrl(11.1.2.3).

Cada isolado foi analisado em 3 experiéncias imipees, sendo o resultado final a
média do n° de copias resultante dos trés ensagssimiu-se que o isolado possuia

uma coépia do gene alvo quando os valores da estars# encontravam entre 0,7 e 1,3.

De acordo com os resultados obtidos nas populgrdiesitarias naturais observou-se
que todos os parasitas estudados apresentam ucgacdpia de cada gene (Tabela 19),
indicando que a variagao observada na gama destasp@os farmacos em estudo ndo

depende de amplificacdes ou delec¢cbes nos genksadoa.
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Tabela 19— N° estimado de cépias dos genes em analise

GENE pfmdrl  pfATPase6 pftctp pfgpx pfsodl pfgr pfgst pftrxl pftrx2  pfprx
Numero estimado de cépias relativamente ao clone &e falciparum 3D7
IC50s
ATM (nM)
0,2 1,0 0,9 1,0 1,0 1,0 1 101,3 11 0,9
o 0,2 1,0 1,0 1,1 1,0 0,9 10 1111 1,0 1,0
Ul_) 0,2 1,0 0,9 1,0 1,0 1,0 10 1011 1,0 1,2
o) 0,2 0,9 1,0 1,0 0,9 0,9 10 0912 1,2 11
o 2,3 0,9 0,9 0,9 1,0 1,0 10 1,013 11 1,0
41 1,0 0,9 1,0 1,0 1,0 1,0 1,009 0,9 11
6,7 1,0 0,9 1,0 1,0 1,0 1,0 0,910 1,1 1,1
12,2 1,3 1,1 1,0 1,0 1,1 14 0910 1,0 1,1
IC50s
DHA (nM)
0,3 1,0 1,1 1,0 0,9 1,0 1,0 0811 1,0 1,0
_g 0,3 0,9 11 1,0 1,0 1,2 1,0 0910 11 1,0
c 0,4 0,8 0,8 0,8 0,8 1,0 0,8 0,810 0,9 0,9
‘35 0,5 1,2 11 1,0 1,0 1,2 1,0 0,91,0 11 0,8
o 8,8 1,0 0,8 0,9 0,9 0,9 08 1,110 0,8 0,9
9,6 0,9 1,0 1,1 1,0 11 10 0811 1,0 1,0
10,1 0,8 0,8 1,0 0,9 1,0 09 0,810 1,0 0,9
14,3 1,0 0,9 0,8 0,8 1,0 09 0811 1,0 1,1
IC50s
ARS (nM)
0,2 1,0 0,9 - - - - - - - -
_ 0,2 11 1,0 - - - - - - - -
g 0,5 0,7 1,0 - - - - - - - -
CE 0,6 0,9 0,8 - - - - - - - -
3,1 1,0 1,2 - - - - - - - -
4,8 1,0 0,8 - - - - - - - -
4,8 0,8 0,9 - - - - - - - -
4,9 1,0 1,0 - - - - - - - -
Dd2 0,1 4,0 1,0 1,0 1,0 1,0 10 10 10 1,0 1,0

Legenda:Dd2 - controlo de nimero de copias conhecido kelatente ao gengfmdrl.
ARS - artesunato, ATM - artemeter, DHA - dihidreanisinina; (o n° de copias

resultou da média de 3 experiéncias independentes).
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.3 — SELECGAO IN VITRO DE PARASITAS DE P. falciparum RESISTENTES A

ARTEMISININA E SUA ANALISE GENOTIPICA

[11.3.1 —Protocolo de seleccéo

Neste estudo pretendeu-se obter clonesPtiesmodium falciparumresistentes a
artemisinina a partir de clones sensiveis ao faom&ara tal, foi desenvolvido e
optimizado um protocolo de geracao de parasitasteases, que incluiu mutagenizacéo
e subsequente seleccdo através de exposicdo asartea) descrito em pormenor nas
seccOes 11.5.6 e 11.5.7. Assim, numa fase inictd, parasitas foram expostos a um
agente mutagénico (MNNG) previamente a seleccdo ppessao de artemisinina,
processo ciclicamente repetido em cultura contilissim sendo, as culturas ¢
falciparum contendo eritrécitos parasitados foram sujeitad eiclos completos de
mutagenizacdo e posterior tratamento com concémsacrescentes de artemisinina.
Apoés cada processo de mutagenizacao, a cultudividida, sendo uma parte sujeita a
tratamento enquanto que a outra parte (culturara@oit foi mantida nas mesmas
condicOes paralelamente, mas na auséncia de tra@npara avaliagdo do crescimento

e comportamento dos parasitas em cultura.

No decorrer do 4° ciclo de mutagenizagao verifisewgue o crescimento dos parasitas
se encontrava significativamente diminuido. A cadessa diminuigdo no crescimento
foi atribuida a ac¢éo do agente mutagénico querjzotde sido o responsavel pela perda
de viabilidade, possivelmente originada por excedsomutacfes desfavoraveis. A
recuperacao do crescimento e viabilidade dos pasasiantidos em cultura foi entao
monitorizada e avaliada pela observacdo diaria didohogia dos parasitas e tempo de
crescimento. Nesta fase, quando se considerougjparasitas haviam recuperado a sua
viabilidade e crescimento normais, reiniciou-seapsso de seleccao tendo-se alterado
no entanto a metodologia que passou a incorpofeamente a administracao ciclica de

artemisinina na auséncia de agente de mutagénigsea(B6).

No decorrer de todo o processo foram mantidasraglicontrolo nas mesmas condicdes

a que foram sujeitas as culturas tratadas, a edioahg tratamento com artemisinina.
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sorbitol 5% ’;\ MNNG c. artemisinina/72h
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Figura 36 — Esquema do protocolo de seleccao realizad@@NNG — mutagénio).

[11.3.2 — Resultados do processo de seleccao

A seleccdo de parasitas resistentes a artemidioinaalizada a partir do clone dre
falciparumDd2 tendo-se exposto estes parasitas a uma coag@&ntinicial relativa ao
valor de IC50 da artemisinina, ou seja, 1 £ 0,05(dkkvio padréo), valor calculado no
nosso laboratério. A quantidade de farmaco adméadsta cada ciclo subsequente nédo
obedeceu a nenhuma regra em particular, tendo-seatba fundamentalmente na
observacdo empirica do comportamento dos parasitasclo anterior, em termos de
crescimento e viabilidade.

O processo de seleccéo contemplou um total decl@saile tratamento realizados ao
longo de aproximadamente 24 meses. Foram inicidemesalizados 4 ciclos de
mutagenizacdo e tratamento, apds 0s quais a cueiaraeleccdo ja apresentava uma
tolerdncia cinco vezes superior (5 nM) em relac&altura progenitora (Figura 37). A
partir desta seguiram-se 6 ciclos s6 de tratamamtoartemisinina, tendo-se verificado
gue os parasitas toleraram bem os aumentos de isirtiera administrados. A
concentracdo administrada no ultimo ciclo de sé@ecdemonstrou ser 100 vezes
superior a utilizada no primeiro ciclo de tratanoerdu seja 100 nM, indicando uma
diminuicdo significativa na susceptibilidade dosagédas a artemisinina (Figura 37).

Nesta fase do trabalho considerou-se que havia deetlo sido seleccionada uma
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populacdo de parasitas resistentes que passou amitan-seP. falciparum Dd2-
ARTmut.

De forma a excluir a possibilidade de que o MNNGQGoatros factores extrinsecos além
da artemisinina pudessem ser responsaveis pelo ntunda farmaco-tolerancia
observada, no decorrer de todo o processo foramidoarcontrolos que consistiam em
parasitas em cultura nas mesmas condi¢cfes dostaaratados, mas na auséncia de
farmaco. O valor do IC50 relativo a artemisininatde parasitas foi semelhante ao do
clone Dd2 progenitor, o que confirma a observac@oqde o nivel de resisténcia
observado na estirpe Dd2-ARTmut foi causado pasgd@ exclusiva de artemisinina.

100

A O O
@ Q@ QO

[Artemisinina] (nM)

N
Q

<Q

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
N° ciclo
Dd2 Mut-1 Mut-2 Mut-3 Mut-4 Mut-5 Mut-6 Mut-7 Mut-8 Dd2

MNNG MNNG MNNG MNNG ART ART ART ART ART | ARTmut
+ + + +

ART ART ART ART

Figura 37 — Processo de seleccao

(MNNG — mutagénio, ART — artemisinina; Mut — culiuem processo de seleccéo
sujeita a concentragfes crescentes de artemisir@spectivamente, Mut-1 — 1 nM,
Mut-2 — 2 nM, Mut-3 — 5 nM, Mut-4 — 9 nM, Mut-5 -51hM, Mut-6 — 30 nM, Mut-7 —
60 nM, Mut-8 — 60 nM, Dd2-ARTmut — 100 nM).
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[11.3.3 —Clonagem

Apos ter sido seleccionada uma populacdo de pasasim susceptibilidade reduzida a
artemisinina, pretendiam-se isolar populacdes fares isogénicas (clones)
resistentes, a partir da mesma. Assim procedeupsedaicdo de clones fazendo uso de
um método de clonagem por diluicdo limite usandestirpe Dd2-ARTmut como
material biolégico de partida (a metodologia segwgdcontra-se descrita em pormenor

na seccgao 11.5.8).

Sumariamente, a estirpe Dd2-ARTmut foi diluida emiae cultura, de modo a que se
obtivesse uma solucdo & concentracdo de “lyHPasitas/ml, a partir da qual se
efectuaram diluicbes seriadas em meio de cultura falena a obter 10000

parasitas/100ul, 1000 parasitas/100ul, 100 paséds@@ul, 10 parasitas/100ul, 1
parasita/100ul e 0,5 parasita/100ul. O processdategem foi efectuado numa placa
de cultura de 96 pocos (Sarstedt™), na qual foralmcados 100 pl por poco de cada

diluicdo contendo um determinado n° de parasitas.

A monitorizacdo do crescimento da cultura foi postmente realizada através de
observacdo por microscopia éptica das laminassfeitpartir dos pocos com 10000,
1000, 100 e 10 parasitas, tendo-se iniciado ade6® aom uma periodicidade de 48
horas ao longo do processo de cultura. Ao 21°atenf realizadas laminas a partir dos
pocos com 1 e 0,5 parasitas, tendo-se verificathtireearescimento parasitario em cinco

culturas correspondendo aos po¢os contendo in6del@s5 ou 1 parasita.

Dos cinco clones obtidos, foram cultivados com sswoedois, os quais foram

criocongelados e denominados de ARTmutl e ARTmut2.

[11.3.4 — Investigacdo da estabilidade do fenotipo de resistéia na estirpe P.
falciparum Dd2-ARTmut

No intuito investigar a estabilidade do fendtipordsisténcia a artemisinina, a estirpe
Dd2-ARTmut foi criocongelada, posteriormente degededa e reposta em cultura na
auséncia de pressao de artemisinina durante 3 asptando-se entdo reavaliado o seu

valor de IC50 relativamente a artemisinina. Osltadas demonstraram que os valores
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dos IC50s da Dd2-ARTmut eram semelhantes ao s@epitor Dd2, reflectindo deste
modo uma reversao do fenétipo na auséncia de prdsstrmaco. Por outras palavras,
a perda de resisténcia nos parasitas seleccionadica que a estirpe Dd2-ARTmut
adquiriu um fendtipo transitério. A estirpe revett passou a ser denominada Dd2-
ARTmuUtREV.

[11.3.5 —Caracterizacéo do perfil genotipico da estirp®. falciparum Dd2-ARTmut

Nesta fase do trabalho procedeu-se a comparacgertibde alguns genes em estudo
entre a estirp®. falciparumDd2-ARTmut seleccionada e o0 seu progenitor Dd&) oo
objectivo de verificar a existéncia de diferencags gudessem relacionar a alteracéo

verificada na susceptibilidade a artemisinina.

Sumariamente, a procura dos possiveis mecanisnspe®ngaveis pela alteracdo da
susceptibilidade a artemisinina baseou-se na pssqile polimorfismos nos genes
putativos em analise e na estimativa de potendifésencas no niumero de copias e/ou

Nnos seus niveis de expressao.

[11.3.5.1 — Pesquisa de polimorfismos

A procura de SNPs por sequenciagdo foi realizadatrés genes: ngfcrt, no
pfATPase6e nopfubp-1,para os quais foi obtida com sucesso a maiorisedaéncia
codificante na estirpe Dd2-ARTmut e no seu progerséensivel, o clonB. falciparum
Dd2 (Figura 38). Apés analise e comparacdo das amswerificou-se ndo existirem

diferencas entre as sequéncias analisadas (Tabela 2

Foram também pesquisados SNPs por PCR-RFLP nopfeel e o polimorfismo de
tamanho do genefygcs tendo-se aqui também verificado néxistirem diferencas

entre a estirpe Dd2-ARTmut e o clone progenitosiah (Tabela 20).
Em concluséo, a seleccdo de resisténcia transéd@réemisininan vitro ndo provocou

mutacBes nos gengscrt, pfATPase6e pfubp-1 nem alteragbes nos polimorfismos

pesquisados nos genefsgcse pfmdrl
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Dd2-ARTmut

-3
Dd2-ARTmut

Figura 38 — Géis de agarose (2%) com resultados dasplificacdes dos fragmentos
para sequenciacado dos gengsATPase6(A), pfubp-1 (B) e pfcrt (C) (M -marcador
de peso moleculaMassRuler™ DNA Ladder, Low Ran{feermentes™); 1, 2, 3,4, 5
correspondem aos fragmentos amplificados com acsspdeprimers correspondentes
1F/2R, 3F/4R, 5F/6R, 7F/8R, 9F/10R, respectivamente

A — Tamanho dos fragmentos esperado apos a amplifi¢pbdpl — 684,2 — 740,
3—-7544—-696,5—793.

B — Tamanho dos fragmentos esperado apos a amplifi¢pbdjpl — 759,2 — 809,
3-689,4— 7235 - 640.

C —Tamanho dos fragmentos espera@ds a amplificacao (pbs)— 658,2 — 482,
3—-669.

Tabela 20 — Resultados da andlise dos SNIPs - polimorfismo referente a um
nucleotido).

Gene pfmdrl pfATPase6 pfcrt
N86Y N1042D D1246Y R37K G639D S769N T2694A* N75E K76T
Dd2 Y N D R G S A E T
Dd2-ATRmut Y N D R G S A E T
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[11.3.5.2 — Estimativa do n°® de cépias dos gengfATPase6e pfmdrl

No intuito de investigar a causa da alteracao saegqtibilidade da estirpe seleccionada
Dd2-ARTmut relativamente ao seu progenitor Dd2 cpdeu-se a estimativa do n° de
copias dos genepfATPase6e pfmdrl nos parasitas relativamente ao cloneRie
falciparum3D7 por PCR em tempo real como descrito na sedggtd. Para tal, foram
realizadas trés experiéncias independentes, tenelsutiado final sido expresso como a
média dessas trés experiéncias (Tabela 21). Rostemte, procedeu-se a mesma

andlise na estirpe resultante da reversédo deéesiaf Dd2-ARTmMUtREV (Tabela 21).

No caso do genpfATPaseb verificou-se que a estirpe Dd2-ARTmut e o clord2D
possuem uma Unica copia relativamente clone.dalciparum3D7, ou seja, ndo houve
alteracdo do n° de copias deste gene como resudtdesisténcia transitéria (Tabela
21). O mesmo foi verificado para a estirpe Dd2-ARTREV (Tabela 21).

No entanto, no caso do gepBndrl observou-se que a estirpe Dd2-ARTmut possuia
aproximadamente 6 coépias do ggfendrl relativamente ao clone de. falciparum
3D7, enquanto que o clone BefalciparumDd2 possuia 4 cépias. Por outras palavras a
geracdo de resisténcia a artemisininavitro, promoveu a seleccdo de parasitas
contendo duas copias extra do g@hedrl, relativamente aos progenitores sensiveis
(Figura 39). No entanto, verificou-se a permanéumigatas copias adicionais mesmo
apos da reversdo do fendétipo de resisténcia, &adgtienciado pela observacao de que a

estirpe Dd2-ARTmMUtREV continua a possuir 6 copiagene (Tabela 21)

Tabela 21 —N °© de cépias dos gengfATPase6e pfmdrl, no clone Dd2, Dd2ART-
mut e Dd2ART-mutREV relativamente ao clone 3D7(N° copias — média das 3
experiéncias; exp. — experiéncia; DP — desvio mgdra

GENE N° de copias do gene relativamente ao clone 3D7
12exp. 22 exp. 32 exp. N° copias DP

pfATPase6 Dd2 1,0 1,0 1,1 1,0 0,06
Dd2-ARTmut 11 1,0 1,0 1,0 0,06
Dd2-ARTmMutREV 0,9 1,0 11 1,0 0,10
pfmdrl Dd2 4,0 3,6 3,7 3,8 0,17
Dd2-ARTmut 6,4 6,5 6,1 6,3 0,21
Dd2-ARTmMutREV 6,0 6,3 6,1 6,1 0,15
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74
64
54
34

Dd2-ARTmut Dd2-ARTmut
VS S
Dd2 3D7

N° copias dopfmdrl

=

Figura 39 — N° de cépias do geng&mdrl na estirpe Dd2-ARTmut relativamente ao
clone progenitor Dd2 e ao clone 3D7

[11.3.5.3. — Resultados dos niveis de expressao gienepfmdrl

Nesta fase do estudo, os resultados obtidos eval@ams uma amplificacdo do gene
pfmdrl na estirpe resistente Dd2-ARTmut, tal como descna secgdo anterior.
Pretendeu-se assim averiguar se essa amplificacitvel gendmico era acompanhada
pelo aumento da expressao do gene ao nivel tramrgl. Deste modo, procedeu-se a
quantificacdo dos niveis de expressédo do gémelrlno clone deP. falciparumDd2 e

na estirpe seleccionada Dd2-ARTmut, relativamenteclane deP. falciparum3D7,
utilizando novamente a técnica de PCR em tempg nea$ utilizando cDNA como

molécula alvo.

Ap6s andlise dos resultados foi verificado queregémdrlse expressa 6,3 vezes mais
no clone Dd2 e 12,3 vezes mais na estirpr Dd2-ART melativamente ao clone 3D7
(Tabela 22). Assim sendo este gene é expressoia@damente duas vezes mais na

estirpe Dd2-ARTmut, relativamente ao clone progeritd2 (Figura 40).
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Tabela 22 — Expresséo do germgmdrl relativamente ao clone 3D7
(Nfold — média das 3 experiéncias; exp. — exper@mzP — desvio padrao)

Expresséo do gengfmdrlrelativamente ao clone 3D7

12exp. 2%exp. 32exp. NFold DP
Dd2 6,2 6,4 6,3 6,3 0,10
Dd2-ARTmut 12,0 12,4 12,4 12,3 0,23

= =
N S
L 3

-
o
L

Niveis de expressao dofmadrl

| @B
Dd2-ARTmut Dd2-ARTmut

Vs Vs
Dd2 3D7

Figura 40 — Expressao do genpfmdrl na estirpe Dd2-ARTmut relativamente ao
clone progenitor Dd2 e ao clone 3D7
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Actualmente, um dos maiores obstaculos a conteefiéaz da maléria origina-se na
problematica da resisténcia Btasmodium falciparuna maioria dos antimalaricos em
uso (Golenseet al, 2006).Excepcionalmente, a resisténa@mvivo a artemisinina e
seus derivados ndo foi ainda detectada. Contudmmamente aceite que existe um
risco real de aparecimento de resisténcia a estsselde compostos e que tal
representaria uma situacao virtualmente catas&r@im termos do impacto da maléria,
visto que i) a auséncia duma vacina eficaz faz qom o tratamento farmacologico
adequado seja um dos componentes fundamentais mmlooda malaria; ii) oP.
falciparumja se tornou resistentes a maioria dos antimakuiisponiveis; iii) estirpes
de Plasmodium chabaudi chabaudiom resisténcia a artemisinina e artesunato
geneticamente estavel foram ja seleccionadas (Afehal.,2006); iv) foi reportada a
ocorréncia de isolados de. falciparumcom reduzida susceptibilidade vitro ao
artemeter (Jamboet al., 2005) e v) a O.M.S. reconhece que sé.ofalciparum
desenvolver resisténcia aos derivados da artemésinhdo havera alternativas
terapéuticas eficazes para a malaria nos préxirloanbs (W. H. O., 2006b). Deste
modo, no intuito de salvaguardar a eficacia darasieina e seus derivados € essencial
que se procedam a ensaios regulares de farmadéndigi que incluam testes de
avaliacdo da actividadéen vitro bem como rastreio de mutagdes potencialmente
moduladoras da resposta a estes farmacos. Estédipstudo assume hoje em dia uma
relevancia aumentada tendo em conta que estes stoapEstdo a ser introduzidos em
larga escala a nivel mundial, especialmente em k@wo®o com outros farmacos,
exercendo uma enorme pressao selectiva que em syeaAgDs podera promover a
seleccao de mutantes resistentes. O uso inadeguaem controlo destes compostos,
situacdo frequente no tratamento da maléria, pocn&ibuir adicionalmente para o

surgimento de parasitas resistentes.

No ambito acima descrito, este trabalho teve comaliflade investigar diversos
aspectos do fenétipo e gendtipo do perfil de faoyacsceptibilidade a artemisinina e
seus derivados no parasita de malRiesmodium falciparunrecorrendo a populacées
naturais de parasitas e a um modelwitro de laboratério. Neste sentido, foi efectuado
um estudo multicéntrico, onde se avaliou a sudméipgtide in vitro a derivados da
artemisinina em populacdes naturais Rlefalciparum provenientes do Ruanda, da
Republica Democrética de Sdo Tomé e Principe (RD$Td® Brasil e se investigou o

perfil genotipico de determinados genes candidat@s mesmas amostras.
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No laboratério, utilizou-se o clorfe falciparumDd2 para seleccionar clones resistentes

a artemisininan vitro.

Em todos os parasitas efectuaram-se estudos deiagssm entre 0s niveis de
susceptibilidade aos derivados da artemisinina t&agbas ou alteracdo no numero de
copias de genes previamente apontados como patenmduladores da resposta a esta
classe de antimalaricos, tais como os gg@fies, pfmdrl, pfATPaseftctp e pfubp-1,
bem como genes que codificam proteinas envolvidasnmecanismos de defesa ao
stressoxidativo, propostos no ambito deste trabalpfeodl, pfgst, pfcs, pfgr, pfgpx,

pftrx1, pftrx2 e pfprx

IV.1 - ESTUDO MULTICENTRICO DE AVALIACAO DA SUSCEPTIBILIDAD E IN VITRO AOS
DERIVADOS DA ARTEMISININA E ESTUDO GENETICO MULTILOCUS EM POPULAGOES

NATURAIS DE P. falciparumbe AFRICA E AMERICA DO SUL

As populacBes naturais @ falciparumAfricanas provenientes da RDSTP e Ruanda
foram fenotipadas relativamente a sua susceptioiédn vitro aos derivados da
artemisinina, componente principal desta teseamadiaquina que foi incluida como
complemento ao estudo por ser um composto utilizagiocombinacdo com estes

farmacos.

Na RDSTP o trabalho de avaliagdo da susceptibgidaditro ao artemeter, artesunato
e amodiaquina, foi realizado em parceria com oe&s Ministério da Saude, com o
objectivo de determinar a susceptibilidade basdP dialciparumrelativamente a estes

compostos que iriam integrar a nova politica tentipé local de combate a malaria. A
pesquisa de polimorfismos genéticos nas amostsaadies foi efectuada em paralelo
com o intuito de identificar mutacbes que possanurimente funcionar como

ferramentas adicionais de farmaco-vigilancia pamnitorizacdo da eficacia destes
antimalaricos. Os resultados deste estudo, efexteimdparceria com o Centro Nacional
de Endemias da RDSTP, foram publicados (Ferretral, 2007) e poderdo ser

utilizados em estudos futuros como dados de baspamativos.
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No Ruanda, o estudo de susceptibilidadeitro foi realizado pelos colegas do Institut
de Recherche en Sciences de la Santé, Bobo DiouBsskina Faso e Prince Leopold
Institute of Tropical Medicine, Antwerpen, Belgiumpmo anteriormente referido.

Entre outros antimalaricos testados, fizeram pade amodiaquina e a

dihidroartemisinina, por integrarem os protocolesttamento da malaria actualmente
implementados nesse Pais, no intuito de se avaliacomportamento destes
antimalaricos e eventual resisténcia cruzada nésta de elevada resisténcia a

cloroquina (Rwagacondet al, 2003; Tintoet al, 2006).

Nas amostras de. falciparumprovenientes da América do Sul, mais especificaenen
do Estado do Par4, Norte do Brasil, foi avaliadasteptibilidadén vitro relativamente

ao artemeter e artesunato. Apesar do protocolcatintento oficial em 2005 ainda n&o
integrar os derivados da artemisinina, as razdedayaram a escolha desta regido para
a realizacdo dum estudo integrado neste trabatamfd) a sua proximidade geogréfica
com a Guiana Francesa, regido onde foram encostatasitas com susceptibilidade
reduzida ao artemeter (Jambet al, 2005), sugerindo este facto que mutantes
tolerantes a artemisinina ja estdo presentes nazémwe ii) por se tratar duma regido
com elevado fluxo migratério e ndo controlado (\(emeloset al., 2006), o que
permite a circulagdo de pessoas portadoras d@esstoiom reduzida susceptibilidade
aos derivados da artemisinina entre os varios paige fazem parte da regido
Amazonica; e iii) estar envolvida por uma zona conercado informal de
medicamentos, o que facilita a circulagdo e usaldgaado dos derivados de
artemisinina.

Os resultados deste estudo, efectuado em paraernaodnstituto Evandro Chagas de
Belém do Pard, foram também publicados (Feredied, 2008) e poderéo ser utilizados
em estudos futuros como valores de referéncia deeptibilidade basah vitro dos
isolados desta regido aos derivados da artemisiaitemeter e artesunato, assim como
do respectivo perfil genotipico relativamente aasdatadores de susceptibilidade aos
antimalaricos analisados, visto ser 0 primeiro ienszalizado nesta regido do Brasil
gque aborda em conjunto estes dois assuntos. Ediaelio revela-se duma grande
importancia uma vez que a combinacao terapéuticadmryivados da artemisinina esta

a ser iniciada como terapéutica de primeira linb&ratamento da malaria neste Pais.
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IV.1.1 — Susceptibilidadein vitro relativamente a amodiaquina

A combinacao terapéutica amodiaquina-artesunatm& das combinacdes utilizadas
actualmente como terapéutica de primeira linha érnos paises. Estudos terapéuticos
recentes indicam resultados promissores, com ealewelfitacia e tolerabilidade
demonstradas a esta combinacdo (Boretetal, 2007; Holmgrenet al, 2007;
Oyakhirome et al, 2007). Neste sentido, a avaliacdo continua dzacéh destes
compostos através da realizacdo de testestro, revela-se como uma componente

acessoria crucial em accdes de farmaco-vigilargjalar.

Relativamente ao farmaco amodiaquina, verificounsa variacdo expressiva no grau
de susceptibilidade de entre as amostras inspextasn tendo-se obtido valores das
médias geométricas dos valores de IC50s de 12,@ iW,3 nM, para os isolados da
RDSTP e do Ruanda, respectivamente. Estes valéoeamoximados a outros obtidos
recentemente em populacées naturaiB.dalciparumprovenientes de Africa (Pradines
et al.,2006a; Pradinest al.,2006b; Pradinest al.,2006c).

Estes resultados confirmam observacdes anterierga@la amodiaquina continua a ser,
de um modo geral, eficaz em areas onde a resiat@ndoroquina é elevada (Brasseur
et al., 1999; Gorissert al., 2000; Staedket al., 2001). Verificou-se no entanto, que
9% da populacao parasitaria estudada na RDSTP eo7Ruanda, possuia valores de
IC50 acima de 60 nM, valor considerado como lindiarresisténcian vitro (Bascoet

al., 2002). No entanto estes valores podem encordrabaixo do namero real de
parasitas resistentes a amodiaquina. De factocatel@ com estudos recentes, o limiar
de resisténcia deveria ser inferior ao estabelegdoa se poderem estabelecer
correlacdes correctas com a eficaaiaiivo. Num estudan vivo realizado no Ruanda,
foi observado que aproximadamente 30% dos paciémteglos com amodiaquina ndo
responderam ao tratamento (Rwagacoedal., 2004), o que apresenta uma tendéncia
discordante com os resultados obtidos nos téstegro. Noutro estudo realizado no
Gab&ao também nédo foi encontrada nenhuma relacémastisceptibilidadi@ vivo ein
vitro, uma vez que a falha no tratamento foi de 40,5%uamo que s6é 5,4% dos
isolados provaram ser resistentesitro (Aubouyet al.,2004).
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A amodiaquina é um dos antimaléricos usados em ic@agéo com os derivados da
artemisinina e, neste sentido, seria Util procegea uma reconsideracdo sobre o seu
limiar de resisténcian vitro aproximando-o a realidade vivo, no intuito de melhor

interpretacdo das observacdes constituidas.

IV.1.2 — Susceptibilidadein vitro relativamente aos derivados da artemisinina

Relativamente aos derivados da artemisinina e eméteia similar as respostas a
amodiaquina observou-se também uma gama de susképties extremamente ampla.
Globalmente, os valores de IC50s obtidos foramdsanevelando que a sensibilidade
parasitdria a esta classe de farmacos é globalmelegada, sendo estes

consequentemente mais eficazes comparativamenmediaquina.

Dihidroartemisinina

No Ruanda a susceptibilidade relativamente a diaiiemisinina variou entre um
minimo de 0,3 nM e um maximo de 14,3 nM, tendo{stido uma média geométrica
dos IC50s de 2,6 nM, valor mais elevado que osdobtirecentemente para este
antimalarico noutro pais Africano, a Republica don@, com 1,02 nM e 1,1 nM
(Menard et al, 2005; Pradine®t al.,, 2006a) e na Tailandia: 1,6 nM e 2,4 nM,
(Brockmanet al, 2004; Nodekt al.,2007). A Unica excepcao verifica-se nos resultados
de um estudo recente realizado no Laos, onde aang&dimétrica de eficacia a este
farmaco se verificou ser significativamente supersituando-se num valor de média
geométrica de IC50s equivalente a 6,29 nM (Mayetaal, 2007).

Artesunato

Relativamente ao artesunato, o valor da média gemaélos IC50s foi de 0,13 nM na
RDSTP, enquanto que no Brasil, foi de 0,85 nM. &£stdores revelaram-se inferiores
aos obtidos noutros paises do continente Africaomo por exemplo, no Senegal onde
se verificaram valores de 1,53 nM, 1,85 nM e 2,2 aM estudos independentes
(Pradineset al, 2006b; Henret al, 2006), bem como no Gabao, com valores de média
geométrica de IC50 de 0,73 nM e 2,42 nM (Ramhaateal, 2006; Pradinest al,
2006b). Em tendéncia similar ao caso da dihidro@gi@ina, os valores obtidos em
paises do continente Asiatico originarios de vaestsidos independentes, revelaram-se

mais elevados que aqueles observados nos nossde®stailandia, com valores de
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1,6 nM, 2,19 nM e 4,02 nM (Noeét al, 2003; Brockmaret al, 2004; Barendst al,
2007), Cambodja com valores de 1,17 nM e 1,25 nivh (&t al, 2005; Jamboet al,
2005), Bangladesh com valor de 1,93 nM (Noetdhkl, 2003) e o Laos com o valor
mais elevado de todos os estudos, correspondeh@®@ aM (Mayxayet al, 2007).

Artemeter

Relativamente ao composto artemeter, o valor daarggbmétrica dos IC50s obtidos
na RDSTP foi de 0,59 nM, que em tendéncia simitaadesunato foi inferior ao de
outros estudos efectuados no Senegal, outro Pa&aid, onde se verificaram valores
de 1,3 nM e 3,07 nM (Jambet al, 2005; Pradinest al.,2006a). No caso do Brasil, a
média geométrica dos IC50s correspondeu a 3,0 rdVinddar que no caso de quatro
amostras se obtiveram valores de IC50 acima dévRNo estudo realizado na Guiana
francesa a média geométrica foi de 2 nM, com umasam apresentando um IC50
maximo de 117 nM (Jamboet al, 2005), muito superior aos maximos obtidos no
presente estudo.

Sumario

Em termos gerais, os resultados obtidos neste@gi as populagdes naturaisRde
falciparumem Africa e no Brasil parecem estar de acordo casbservado em outros
estudos, com pequenas excepcodes. Colectivamenteswtados sdo concordantes com
a ideia que, embora as populacdes parasitariagaigatde P. falciparum variem
significantemente na sua susceptibilidade relatergma esta classe de farmacos, tanto
intra- como inter-regionalmente, ndo existem relate respostds vitro indicativas de
verdadeira resisténcia. Uma excepcdo a esta teadémeflectiu-se no trabalho de
Jambouet al. (2005) que descreve varios isoladosRiefalciparumprovenientes da
Guiana Francesa com valores de IC50 acima dos 40efdflvamente ao artemeter,
facto que parece evidenciar uma diminuicao sigaiifra na tolerancia a este derivado
da artemisinina (Jambaeet al., 2005). No mesmo relato existe a sugestao de dae es
tolerancia exacerbada se pode ter originado no ingadequado de derivados de
artemisinina provenientes do comércio paralelalzaddios para auto-medicacao, factor
que tem vindo a exercer uma pressao farmacoléglz#gtima que favorece a seleccao

destes parasitas quimio-tolerantes (Jandial.,2005).
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Com excepcdo do exemplo anterior, os resultadde dsfudo sugerem adicionalmente
gue a susceptibilidade aos derivados da artemisigénmais comparavel entre o
continente Africano e o Americano do que com o Stedésiatico onde a quimio-
tolerdncia parece maior. A titulo exemplificativan estudo recente no Laos reporta
médias geométricas dos IC50 de 5,02 nM e 6,29 nlta ppo artesunato e
dihidroartemisinina, respectivamente (Mayxatyal, 2007) enquanto que na Tailandia
outro estudo relata um valor de 4,02 nM para carnato (Barendst al, 2007, ambos
significativamente superiores aos observados resttelo. O facto de se observar de
uma maneira geral uma tolerancia maior a estaecldescompostos em parasitas do
Sudeste Asiatico tem muito provavelmente uma origamitifactorial. Uma das
hipteses explicativas deste fendmeno podera seentanto, o fenémeno de multi-
resisténcia frequente nesta regido, que poderéa astantribuir para uma tolerancia
diminuida concomitante a esta classe de antimakar@e facto, tem-se observado com
alguma frequéncia uma correlacdo entre os perfisfateaco-tolerancia entre
compostos quimicamente distintos, indiciando atéria de fendtipos de multi-
resisténcia. A sec¢cao subsequente aborda os tksuliaste estudo relativamente a este

assunto, onde este tipo de fendétipo foi corrobarado

IV.1.3 — Correlagéo das susceptibilidadem vitro entre os antimalaricos testados

Nas areas estudadas verificou-se uma tendéncia aeeslagdo directamente
proporcional entre as respostas aos antimalarigstados em todas as combinacgdes
possiveis P <0,05 ou seja, entre a amodiaquina e o artemeter, aiam@ona e o
artesunato, a amodiaquina e a dihidroartmisinieatee 0 artemeter e o artesunato. De
notar que na RDSTP foi observado que uma determiaawstra possuia os valores de

IC50s mais elevados para os trés farmacos.

A correlacdo mais significativa observada verifiggu entre os derivados da
artemisinina, situacao espectavel tendo em corgaeqta classe de compostos partilha

muito provavelmente o mesmo mecanismo de accace(Rettal, 2001).

A correlacéo entre as susceptibilidadeyitro de populacdes naturais Béasmodium

falciparum aos derivados da artemisinina e a amodiaquinanfe tsido verificada

noutros estudos (Pradinesal.,1998a; Menaret al, 2005). Além deste caso, tem sido
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frequentemente descrita a ocorréncia de perfis edésténcia cruzada entre outros
farmacos, tais como a mefloquina, o quinino, afaatvina e a cloroquina (Basco & Le
Bras 1993; Bustost al., 1994; Le Bras1998; Pradinest al., 1998a; Pradinest al.,
1998b; Huonget al, 2001; Noedkt al, 2001; Wongsrichanala&it al, 2001; Basco &
Ringwald, 2002; Limet al, 2005; Menarcet al, 2005; Jamboet al, 2005; Pradinest
al., 2006a; Tintcet al, 2006; Noedekt al, 2007).

O facto de existir uma correlagdo positiva entre respostas aos derivados da
artemisinina e antimalaricos de diferentes classes estruturas quimicas diferentes e
mecanismos de acc¢do distintos é preocupante @ plerd um problema que se prende
com a possivel existéncia dum fenétipo de tolegwcuzada entre antimaléricos de
diferentes classes. Este fenbmeno néo se encanmtrpletamente clarificado podendo
ser no entanto atribuido a: i) mecanismos de &®iEt comuns e universais ainda nao
conhecidos; ii) diminuicdo daiptake ou aumento da eliminacdo intracelular dos
farmacos; i) capacidade adquirida de activacdo mecanismos gerais de
destoxificacdo quando sujeito a presenca de suddasdnocivas, como antimaléricos;

iv) combinacao ou sinergismo entre estes mecanismos

No entanto esta teoria ndo esta comprovada vigmqtros estudos nao corroboram as
observacdes anteriores, ndo existindo uma unif@d@dnos resultados obtidos na
correlacdo entre as respostas dos derivados daisirtmma e antimaléricos de classes
diferentes (Alin 1997; Le Bras1998; Noedlet al, 2001; Randrianarivelojosiet al.,
2001; Chaijaroenkugt al.,2005; Pradinest al.,2006a).

IV.1.4 — Analise do perfil genotipico das amostrasolhidas nas diferentes areas

endémicas

IV.1.4.1 — Genes codificantes de transportadores mranares: pfmdrl e pfcrt

O genepfmdrltem sido relacionado com uma capacidade de mdiluldgs respostas a
artemisinina e seus derivados, quer por amplifecagiica, quer por mutacfes pontuais

na sua sequéncia (Duraisin§hCowman, 2005). Neste ultimo caso, a forma selrage

do gene tem sido associadas a diminuicdo da sustidpte a esta classe de
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antimalaricos (Duraisingkt al.,2000a; Duraisingtet al.,2000b; Pickarcet al.,2003;
Sidhuet al.,2005).

Relativamente a amodiaquina, alguns estudos téabedstido associacdes entre a
faléncia terapéutican vivo e as mutaceN86Y e D1246Y (Dokomajilaret al., 2006;
Holmgrenet al.,2006b; Holmgreret al.,2007; Nsobyaet al.,2007).

Neste estudo investigou-se a prevaléncia de muagékeridas como potenciais
moduladoras da susceptibilidade a antimalaripbadriN86Y, pfmdrlF184Y, pfmdrl
N1042D epfmdr1D1246Y, bem como o niumero de copias deste genesuibAgrupo
de amostras. Adicionalmente, investigou-se a pibislsile de os gendtipos observados
se correlacionarem codiferencas encontradas entre as susceptibilidazedexivados

da artemisinina e amodiaquina nas populacdes mateR. falciparumestudadas.

A andlise dopfmdrl da populacédo parasitaria proveniente da RDSTPlaevema
predominancia dos alelos 86Y, 184F, 1042N e 124B&ias prevaléncias alélicas
corroboram os resultados obtidos noutro estudorianteente realizado neste Pais
(Lopes et al., 2002a). Este perfil genotipico parece ser carstiss da Africa
Ocidental, sendo coincidente com resultados obto&abao (Grobusaét al, 1998;
Mawili-Mboumba et al., 2002; Mayengueet al, 2007) a regido continental mais
proxima da RDSTP. Tendo em conta que existe unaetefluxo populacional entre os
dois Paises, € plausivel que a populacdo paraséadontrada na RDSTP tenha sido
originalmente introduzida a partir do Gabao (Logkal.,2002a).

No Ruanda verificou-se uma predominancia dos al8®¥ e 1042N tal como na
RDSTP, confirmando-se a presenca dos alelos tipieodfrica. Para a posicdo 1246 a
prevaléncia para o alelo 1246D foi de 35% e pakelo 1246Y de 34%, de notar que o
alelo mutante 1246Y caracteristico da América dacBeula nesta populacdo com uma
prevaléncia aproximadamente igual ao alelo selvag@d6D. A predominancia do
alelo mutante 184Y ao contrario do verificado naSRP, ndo permite tirar uma
conclusédo, uma vez que a amostragem foi muito redutendo sido apenas analisadas

oito amostras.
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No Brasil verificou-se uma predominancia extremaimeslevada dos alelos 86N,
1042D e 1246Y, haplétipo tipico desta regido, coavaléncias de 100%, 88% e 100%
respectivamente. Estes resultados confirmam odtadss obtidos noutros estudos
realizados no continente Americano onde se vetfiogue estes alelos séao
predominantes (Povaa al.,1998; Zaliset al.,1998;Plummeret al.,2004; Vianeaet al.,
2006).

Em termos de distribuicdo dos polimorfismos, osiltados obtidos corroboram outras
analises realizadas em populacbes naturaisP ddalciparum de diferentes areas
geograficas, onde o genotipo tipo K1, caracterizagla mutacdo 86Y, é caracteristico
de isolados resistentes a cloroquina proveniereegidas areas geogréaficas da Asia e
Africa (Footeet al, 1990, Adaguwet al., 1996). Enquanto que o tipo 7G8, tem sido
associado a estirpes Befalciparumresistentes a cloroquina provenientes da América
do Sul, caracterizados pela presenca do triplo meitaos residuos 1034, 1042 e 1246
do genepfmdrl(Footeet al, 1990). No entanto, recentemente foi relatadeesgmca da
mutacdo 86Y em parasitas da América do Sul (Montbyd, 2007).

Os resultados obtidos para o gegsfendrl sdo dificeis de interpretar em relacédo as
susceptibilidades a estes antimalaricos devido dastering” geogréfico acima

referido, natural de determinados genotipos e predveeleccédo de alguns genoétipos por
pressdo de outros antimaléricos. Nao foi encontemlaelacdo entre gendtipos e

diferencas nas respostas aos derivados da artemaisimmodiaquina.

Relativamente a estimativa do nimero de copiasedegimdrle a susceptibilidade a
amodiaquina, os resultados obtidos corroboram sutocentemente publicados de que
a resisténcia a amodiaquina é independente dafarapdio do gene (Holmgrest al.,
2006a), dado que amostras com valores de IC50stiweapresentaram uma copia
Unica. No caso dos derivados da artemisinina, estwhteriores tém associado o
aumento do nimero de cépias do gpfredrla diminuicdo da susceptibilidadevitro
(Priceet al, 1999; Pickarcet al.,2003; Priceet al, 2004). No entanto, em tendéncia
similar a amodiaquina, verificou-se neste estudntqdas as amostras Befalciparum
inspeccionadas possuiam uma copia Unica deste igelependentemente da sua

susceptibilidade a estes compostos.
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De facto, a amplificacdo do gepéndrltem sido fortemente associada a resisténcia a
mefloquina maioritariamente no Sudeste Asidticon@adamente na Tailandia (Wilson
et al, 1993; Priceet al, 1999; Pickarcet al., 2003; Priceet al, 2004; Nelsoret al.,
2005). O facto de ndo ter sido detectada amplicado gengfmdrlnos isolados do
Brasil, apesar do uso intensivo da mefloquina @igainesta regido no passado e da
existéncia de relatos de resisténcia a estes datiows (Zaliset al, 1998; Calvosat

al., 2001) pode ser indicativo dum mecanismo de @érsig diferente nesta populacao.
Alternativamente, este gene pode estar sobre-esgias nivel do mRNA ou a nivel
proteico em alguns parasitas através de outros nisaeas moleculares que ndo a
amplificacdo génica. Por ultimo, existe a possihilie destas observa¢fes poderem ser
o reflexo do reduzido tamanho da amostra (somensenf testados oito isolados).

O genepfcrt foi implicado na modulacdo da susceptibilidadeagemisininas num
estudo de transfeccdo genética em que foi veriicae determinadas mutagdes no
gene aumentam a susceptibilidade a esta classaid®kiricos (Sidhet al, 2002). No
entanto, este fendmeno nao foi confirmado em pgpeknaturais de. falciparumem
estudos posteriores, onde néo se verificou estedpassociacdo (Jambeual, 2005).
No caso da amodiaquina, alguns estudos associarasistgencian vivocom a mutagcao
pfcrt K76T (Ochonget al., 2003; Dokomajilaret al., 2006; Holmgrenet al., 2006b;
Ursinget al.,2007).

No ambito deste estudo foram analisadas as mutgfoasK76T e pfcrt N75E nas
populacdes naturais de. falciparum estudadas, na tentativa de estabelecer a sua
prevaléncia e/ou de encontrar uma possivel assuciagtre o genotip@fcrt e a

susceptibilidade aos derivados da artemisininaedaquina.

Na RDSTP, os dois polimorfismos analisados revelagae as mutagcbes associadas
com a resisténcia a cloroquina, N75E e K76T, seornam fixas na populacéo
parasitaria local. Este resultado corrobora o deestudo realizado em 2002 onde se
verificou que 100% dos isolados analisados possalalo 76T (Lopest al.,2002a). A
fixacdo destes polimorfismos foi muito provavelngedévida ao uso indiscriminado de
cloroquina, que causou a seleccado de parasitatergsis a este farmaco, parasitas estes
prevalentes nesta regido desde 1990 (Mattak,1991).
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No Ruanda, por outro lado apesar do nivel de &msigt a cloroquina ser elevado,
verificou-se que ainda circulam na populacdo pt&naailocal, parasitas portadores dos
alelos selvagens, tendo-se verificado no entante gs alelos 76T e 75E sé&o
extremamente predominantes: 93% e 77%, respectitem€uriosamente, o numero
reduzido de casos em que foi detectado o alelo F@ificou-se em individuos

portadores de infeccbes mistas. Colectivamenteessltados obtidos sugerem que
também no caso do Ruanda os alelos mutantes setemoanuito préximos de atingir

a fixacdo, provavelmente por forte seleccéo prporaintermédio de pressao intensa de

cloroquina.

No Brasil verificou-se que todos os isolados aadlis eram portadores dos alghbart
76T epfcrt 75N, coincidindo com resultados obtidos anterior@enesta regido (Vieira
et al, 2001; Vieiraet al, 2004; Vianeet al.,2006), evidenciando mais uma vez a forte

seleccdo do alelo mutante 76T implicado na resigéncloroquina.

Por ultimo, ndo foi verificada qualquer correlacéotre os polimorfismos e as
diferencas nas susceptibilidades dos antimalariestados. De facto, os resultados
obtidos relativamente aos gergsrt e pfmdrlséo dificeis de interpretar em relacao as
respostas dos derivados da artemisinina e amod&gunaioritariamente devido a
pressdo selectiva anteriormente exercida por ousmomalaricos, tais como a

cloroquina, que promoveram a selec¢céo de determsngenotipos.
IV.1.4.2 — GenepfATPase6

O genepfATPase6codifica uma ATPaseGatipo SERCA doPlasmodiumque foi
recentemente proposta como principal alvo terap@utos derivados da artemisinina
(Eckstein-Ludwiget al., 2003), bem como um potencial determinante de téesim
(Uhlemanret al, 2005; Jamboet al, 2005).

A pesquisa de polimorfismode novono genepfATPase6por sequenciacdo foi

realizada num conjunto de amostras com diferenteseptibilidades as artemisininas,
provenientes das trés regides em estudo. Da am@sssequéncias foram descritos oito
novos polimorfismos, de entre os quais, dois smési e seis ndo-sindbnimos. Num

estudo prévio realizado em parasitas provenierdedtinente Africano e Americano,

138



DISCUSSAO

mais especificamente do Senegal e da Guiana Fenéesam encontrados 23
polimorfismos sinbnimos e nao-sinénimos, tendo $ildmtificados 8 tipos de proteina
PfATPase6 (Jambowet al, 2005). Nesse estudo, que incluiu também parasitas
provenientes do Cambodja, todas as mutacfes eadantforam sinénimas, indicando
uma maior conservacao do gene e consequentemepietdma, por parte dos parasitas
Asiaticos (Jamboet al, 2005). Em concordancia, outro estudo realizacho amostras

da Tailandia, somente encontrou um polimorfismo-gsiaénimo entre as sequéncias
(Price et al, 2004). No entanto, existe pouca informacado ixglahos possiveis
genotipos existentes dgene pfATPase6nas diferentes regides, o que limita a

interpretacdo de resultados obtidos.

Foi verificado que os polimorfismos encontrados nusso estudo apresentam uma
distribuicdo regional. Este agrupamento geografibservado para os alelos do gene
pfATPase6 nas populagbes do continente Africano e Americgdo,havia sido
anteriormente verificado (Jambetial, 2005). Este acontecimento podera ser devido a
eventos ancestrais selectivos distintos nas difesedreas, assim como acontece com o
agrupamento geografico observado para o géreresistente a cloroquina (Wootteh

al., 2002) e para os haplotipos resistentes aosa@atospfdhfr e pfdhps(Corteseet al,,
2003).

Relativamente a diversidade, as popula¢cdes Afrcamalisadas apresentam um maior
namero de polimorfismos, tendo sido detectados atal tde 5 polimorfismos e
identificadas 4 tipos de proteinas. No Brasil foralatectados um total de 4
polimorfismos e identificados 3 tipos de proteinda. populacéo parasitaria do Brasil
verificou-se a existéncia de dois haplétipos ppais, no entanto, ndo foi encontrada

correlacdo entre os diferentes haplétipos e agstsp aos derivados da artemisinina.

A mutacdo S769N havia sido previamente correladiar@m o aumento da tolerancia
in vitro ao artemeter em parasitas da Guiana Francesa,foindetectadaem 6 de 7
isolados com reduzida susceptibilidadie vitro ao artemeter, essas amostras
apresentavam uma meédia de valores de IC50 20 \&geeyior ao valor maximo
apresentado pelos outros isolados estudados (Jaghla2005). No nosso estudo foi
verificada a inexisténcia dessa mutacdo nas popesgaestudadas por um método de

PIRA-PCR desenvolvido, num total de 233 amostraspdocionadas, incluindo
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amostras do Brasil, RDSTP e Ruanda. ObservacOetargs foram reportadas da
Tanzénia, em que foi descrita a auséncia da mesrtegao (Mugittwet al.,2006). Se a
proteina PfATPase6 € o alvo e o maior determindateesisténcia aos derivados da
artemisinina, a auséncia da mutacdo S769N na prfmulaqui analisada, pode estar
relacionada com diferencas no uso dos antimalagot® as populacdes, ou seja, 0s
parasitas estudados sofreram menor exposi¢éo davadtes da artemisinina. De facto o
IC50 do artemeter mais elevado obtido neste estidignificativamente menor que os
encontrados no Senegal e na Guiana Francesa, 4511iM nM, respectivamente, o0 que
reforca a hipétese. A data da realizacdo destesi@stos derivados da artemisinina
ainda ndo eram oficialmente dispensados na RDST ne Brasil e no Ruanda a
politica terapéutica de ACTs tinha sido implemeatddis anos antes como 22 linha.
Adicionalmente, a provavel quantidade circulantemrercado paralelo foi insuficiente

para exercer uma pressao selectiva significatiggoopaulacdes analisadas.

A distribuicdo das duas mutac¢des ndo-sinGnimasdegdritas pela primeira vez, R37K
e G639D, demonstrou ser variavel entre os isoladatisados. Em termos de previséo
de potenciais alteracdes funcionais, 0 modelo fooimatico empregue antecipa que
cada uma destas mutacdes codifique altera¢cbes stduos localizados em dominios
proteicos diferentes. A mutacdo R37K encontra-spanedo terminal N, dominio este
gue tem como funcédo o transporte transmembraneatifes, enquanto que a mutacéo
G639D se localiza na porcédo citoplasmatica da prateinserindo-se no dominio
funcional hidrolase, com actividade catalitica, ccanteriormente referido. No entanto,
a significancia biolégica destas mutacBes é difieil prever na auséncia de andlises
bioquimicas funcionais, que se situaram fora doit@md tempo previsto para este

estudo.

IV.1.4.3 — Genepfubp-1

O gene pfubp-1 codifica uma protease ubiquitina-especifica &m falciparum.
Recentemente, esta proteina foi indiciada comap@temodulador da susceptibilidade

ao artesunato no modelo de maléaria de roedBlasmodium chabaudHunt et al,
2007).
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Em P. falciparum o presente estudo permitiu revelar que este ggmesenta um
polimorfismo no seu tamanho, podendo apresentls (insergbes/deleccdes) de até
54 nucleétidos numa regidao da proteina previstaoceendo de baixa complexidade
bioldgica. Verificou-se ainda que a populacdo paras proveniente do Ruanda
apresenta maior diversidade e combinacdes divergas o polimorfismo de tamanho
neste gene e o gendtipo do gdPfATPasep enquanto que nas amostras do Brasil
parece existir uma associagdo mais evidente ent@manho do polimorfismo e o
genotipo do genpfATPasepdando origem a haplotipos caracteristicos ondesseem

varias amostras diferentes.

Estas observagdes sao provavelmente o reflexo darmeensidade de transmissao de
maléria ja descrita para a regido da América do @uhparativamente a Africa
(W.H.O., 2006c), que tem como consequéncia umadaexacombinacdo genética mais

reduzida no Brasil, comparativamente com Africa.

IV.1.4.4 — Genepftctp

O genepftctp havia sido anteriormente indicado como um potérreisponsavel na
resisténcia a artemisinina e seus derivados, nabaltio realizado com estirp&s
yoelli resistentes a artemisinina, que apresentaram winatiqade significativamente

maior de proteina TCTP relativamente as progersteeasiveis (Walkeat al.,2000).

Neste estudo foi obtida a uma porcéo significareseiquéncia codificante do gene
pftctp para alguns isolados e falciparumseleccionados provenientes da RDSTP e do
Ruanda, assim como para o clone de referéncia éEciparum3D7. Apds andlise das
sequéncias, nao foram encontrados polimorfismagsEesultados coincidem com os
obtidos por Jambowet al. que verificaram que parasitas provenientes do $&neg
Cambodja e Papua Nova Guiné e o clone de referde€afalciparum3D7, possuiam

a mesma sequéncia de DNA do geftetp,sugerindo a grande conservacao deste gene
(Jambouet al.,2005).

Colectivamente estes resultados sugerem que o gfeaip ndo é provavelmente um

alvo terapéutico ou um forte candidato a resistgéaantimalaricos.
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IV.1.4.5 — Genes envolvidos na defesa dtyessoxidativo

Alguns dos genes que codificam proteinas envolvides mecanismos de defesa do
stressoxidativo tém sido implicados na resisténcia aesvddos da artemisinina em
células tumurais (Effertlet al, 2003a; Efferthet al, 2003b; Efferth & Volm, 2005) e

no parasité&schistosoma japonicu(iXiao et al.,2002; Zhakt al.,2002).

Tendo em conta a estrutura quimica, e assumindom e mecanismo de ac¢ao no
Plasmodiumé por producao de radicais livres que causam ucéedde antioxidantes e
da glutationa (GSH) no eritrcito infectado (Ittaet al, 2003) é plausivel que a
concentracdo parasitaria de GSH e de outros adéintes assim como a alteracao da
funcdo das enzimas envolvidas no mecanismo de alef@stressoxidativo afecte a
sensibilidade ao farmaco. Assim sendo, o aumensondieis parasitarios de GSH e
outros antioxidantes ou a alteracdo das fun¢cBesmamas envolvidas, poderia levar a
diminuicdo da susceptibilidade a artemisinina. Derdo com estas suposi¢cdes, genes
codificantes de proteinas envolvidas nos mecanistieoslefesa astress oxidativo
como: pfsodl, pfgst, pfgr, pfgpx, pftrxl, pftrx2 e pfppoderiam estar também
envolvidos no mecanismo de resisténcia a artemiindevido a mutacdes pontuais

e/ou alteracdes na sua expressao genética.

No genepfsodl foi encontrado um polimorfismo, D84G, exclusivo @elados da
RDSTP mas néo foi encontrada correlagdo entre mdtmorfismo e as diferentes
susceptibilidades aos antimalaricos testados. BMoefgst, pfgcs, pfgr, pfgpx, pftrx1,
pftrx2 e pfprx ndo foi verificado alteracdo no numero de cépiamn nas suas
sequéncias em quaisquer das amostras estudadagnddi que estes genes nao

participam da modulacéo da eficicia aos derivadaatgmisinina.

O genepfygcs codifica uma enzima envolvida no mecanismo de sdefeéo stress
oxidativo, a y-GCS {-glutamil-cisteinil sintetase). Neste estudo obserge um
elevado grau de polimorfismos de tamanho numa gegéa em glutamina, a nivel
intra-populacional nas populagcbes naturais Afrisameas quais foram encontrados 9
alelos com diferente tamanho nos isolados da RD&T® alelos nos isolados do
Ruanda. No Brasil ndo foi verificado essa varia¢é@ngdo-se observado a existéncia de

apenas dois polimorfismos de tamanho, com predoroia&gde 91% de um deles. A
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maior diversidade existente em Africa talvez seadavmaior taxa de recombinac&o

genética observada neste continente relativamerieaesil.

Este polimorfismo de tamanho ja havia sido desgdp Luerseret al. entre estripes
diferentes deP. falciparumadaptadas a laboratérieCBR (Colémbia), 3D7 (Origem
desconhecida), FCH5 (Africa), HB3 (Honduras), D#&l¢china), 7G8 (Brasil) e K1
(Tailandia), ndo tendo no entanto sido encontradeelacao entre o tipo deGCSe a
origem da estirpe. O tipo de polimorfismo era o Mmeasas estirpes K1 e 7G8, assim
como nas estirpes FCBR e na FCH5, enquanto qupesstia mesma area geogréfica

como a Dd2 e K1 possuiam tiposyd&CSdiferentes (Luerseet al, 1999).

O genepfygcs codifica uma proteina citosélica, envolvida no aresmo de defesa do
stressoxidativo. Estes polimorfismos de tamanho devera-sesercfes de sequéncias
repetitivas numa regido rica em Glutamina, 0 que ®avulgar em proteinas
citoplasmaticas. As sequéncias repetitivas de esgificas em determinados
aminoéacidos (N, A, D, V, P, E, G, Q e S) sdo comumPBlasmodiumem proteinas de
superficie como as MSP2 (Eisehal., 1998; Basceet al.,2004), MSP1 (Sakihama et
al., 2004; Takalat al.,2006), CSP (Galinslet al.,1987; Escalantet al.,2002; Limet

al., 2001; Kimet al.,2002) e RESA (Cowmaet al.,1984). A funcéo destas repeticoes
em proteinas citoplasmaticas ndo é conhecida nmsaonservacdo possivelmente
confere vantagens selectivas para os parasitas,vamgue o numero de sequéncias

repetitivas afecta os parametros fisicog-&CS (LUersert al, 1999).

Foi também avaliada a correlacdo entre o tamanhmlimorfismo do gengfygcse a
susceptibilidade aos antimalaricos em estudo. Rataente aos derivados da
artemisinina verificou-se néo existir correlagdotren o polimorfismo e a
susceptibilidade. Quanto a amodiaquina, foi vaadi uma correlacdo estatisticamente
significativa £=0,02) entre o aumento do tamanho do polimorfismo do gémgese a
diminuicdo da susceptibilidade a este farmaco salados provenientes do Ruanda. No
entanto, essa correlacdo nédo foi verificada nassawasoda RDSTP, nem num estudo
recentemente realizado por Nogueitaal. (2007) em isolados da RDSTP, Angola e
Tailandia (dados nao publicados). Estes resultactmstraditorios ndo permitem
estabelecer uma associacdo entre o tamanho doopfidimo do genepfygcs e a

susceptibilidade a amodiaquina.
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IV.2 — SELECGAO IN VITRO DE PARASITAS DE P. falciparum RESISTENTES A

ARTEMISININA E SUA ANALISE GENOTIPICA

O objectivo deste estudo foi seleccionar clones PRdefalciparum resistentes a
artemisinina a partir de clones sensiveis ao faomRara tal, o clonB. falciparumbDd?2
multi-resistente, mas sensivel a artemisinina, sigieito a crescimentin vitro na
presenca de concentragdes crescentes de artemidinima culturan vitro n&o tratada
do mesmo progenitoP. falciparumDd2 foi mantida em paralelo durante 0 mesmo
tempo, de modo a descartar a possibilidade de gtengiais alteracbes genéticas

poderiam ter sido seleccionadas pelas condighesro.

Os parasitas sob seleccdo por pressao de artamaisimicialmente n&o toleraram
aumentos abruptos de farmaco, mas apOs 6 cicldsatianento a sua tolerancia a
artemisinina aumentou significantemente e apos matsclos, foram seleccionados
parasitas que demonstraram ser 100 vezes maisirttdserque 0S seus progenitores
sensiveis. Essa estirpe foi denominadaPddalciparum Dd2-ARTmut. No entanto,
verificou-se que a resisténcia ndo era estavebtsedgerdido na auséncia de pressao de
farmaco. Por outras palavras, foi seleccionadatésiia transitdria a artemisinina em
P. falciparum

O fendtipo de resisténcia transitoria a artemisinwverificado neste estudo tem
correspondéncia com resultados obtidos recentenmenitto trabalho, em que foram
geradas por seleccdo duas estirpe® .dialciparumcom susceptibilidade diminuida a
artemisinina, ART-R™* e ART-R® a partir de progenitores sensiveis NF54 e 7GS8,
respectivamente, onde também se verificou que e=saténcia foi revertida apos

remocédo de farmadqdiuntet al, 2007).

A dificuldade em seleccionar resisténdia vitro estavel a artemisinina erR.
falciparum, pode ter varias origens: i) possivelmente, o apaeto do fendtipo de
resisténcia estavel implica aquisicdo e acumulag@omutacdes desfavoraveis ao
parasita 0 que o0s torna ecologicamente desfava®adidlativamente aos parasitas
susceptiveis a artemisinina, acabando estes mretrem detrimento dos resistentes; ii)
as mutacdes adquiridas ndo lhe permitem a viabd#dida vitro, ndo sendo assim

possivel seleccionar mutantes com a caracteridg¢igasisténcia estavel a artemisinina;
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iii) a populacdo parasitaria possui a capacidadediiwar mecanismos de adaptacao
fisiologica que Ihe permitem adquirir um fendtipe rksisténcia transitria vantajoso

nas condi¢cdes em que se encontra.

Em P. falciparumos mecanismos de adaptacao fisioldégica ndo estidodxplorados,
ao contrario do que acontece noutros organismosiocas bactérias, em que o
fendmeno de “adaptacdo fisiolégica” é bem conheciBactérias inicialmente
susceptiveis a antibidticos tornam-se resistentgsppessao com esses compostos,
sendo esta resisténcia revertida quando se transfpara um meio sem antibiotico.
Essa resisténcia reversivel nas bactérias € devlesenca de bombas de efluxo, que
lhes permite uma adaptacao fisioldgica ao meiodvdset al, 2005).

Neste estudo, o0 aumento da tolerancia a artemasobservado durante todo o processo
de seleccéo talvez seja um fendmeno de adaptagédlddica do parasita a presenca do
farmaco no seu meio de crescimento e ndo um fermolemesisténcia. Essa adaptacao
fisioldgica permite ao parasita crescer nas comdi@versas, ou seja na presenca de
artemisinina, enquanto elas estiverem presenteem@ambiente. Quando a presséao de
farmaco desaparece, o0 parasita readapta-se figialognte ao novo meio de
crescimento ndo necessitando de accionar os mewasgue lhe facultavam vantagens

de sobrevivéncia anteriormente.

A comparacado dos potenciais genes moduladores stestibilidade as artemisininas
entre a estirpe Dd2-ARTmut seleccionada e o segepitor Dd2, teve como finalidade
identificar o potencial responsavel pela alterag@msitoria na susceptibilidade. O
estudo comparativo entre as sequéncias dos gdoespfATPase6e pfubp-1 assim
como dos polimorfismos analisados nos gepfesdrl e pfygcs revelou nédo existirem
diferencas entre parasitas resistentes e sendistes resultados concordam com os de
outro trabalho, em que ndo se observaram diferem@asequéncias dos gemnsrt,
pfubp-1e pfmdrlentre as estirpes com resisténcia transitorideimisinina ART-R™*

e ART-R'®® e os seus progenitores sensiveis, NF54 e 7G8eatsamente (Hungt
al., 2007). Colectivamente, os resultados dos doisdes parecem indicar que a
alteracdo do fendtipo de susceptibilidade a ariemes ndo depende de mutacles
pontuais nestes genes. No entanto, a avaliagaardern cOpias nos genpfATPase®@

pfmdrlapurou que na estirge falciparumDd2-ARTmut, o gen@fmdrlhavia sofrido
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amplificacdo tendo adquirido duas copias extra rter® processo de seleccdo com
artemisinina. A quantificagdo dos transcritos na&2dAdRTmut relativamente ao seu
progenitor sensivel revelou também um aumento.oSamente, apos analise similar do
parasita Dd2-ARTMuUtREV (sensivel apds reversadjieeu-se que a amplificacdo do

genepfmdrlhavia sido mantida.

O genepfmdrlcodifica uma proteina transportadora, a Pdhjlicoprotein homologue

1), localizada na membrana do vacuolo digestivo a@gta (Cowmaret al, 1991).
Este gene tem sido implicado no fendtipo de resisd€ a varios antimalaricos,
modulando a susceptibilidade aos diversos antimakiquer por amplificacdo génica
quer por mutacdes na sequéncia do gene (Duraigir@bwman, 2005). De que forma

a proteina Pgh-1 afecta o fen6tipo de susceptiniich farmacos néo esta esclarecido. E
sugerido que a Pgh-1 pode transportar os farmadoestainente, tanto para fora como
para dentro do vacuolo digestivo, ou alternativamegoode influenciar indirectamente a
acumulacdo dos substratos e dos farmacos atrawegdacao do gradiente de PH ou

potencial da membrana (Duraisingh & Cowman, 2005).

Relativamente as artemisininas varios estudoszesils em populacbes naturais
vitro e in vivo assim como experiéncias laboratoriais indicam aj@enplificacdo e/ou
aumento da expressao do g@fmdrl desempenha um determinado papel na alteracao

da susceptibilidade a esta classe de antimaléricos.

Em populagbes naturais foi observado uma associagdce a diminuicdo da
susceptibilidaden vitro a artemisinina e seus derivados e 0 aumento deenoide
copias do genpfmdrl(Priceet al, 1999; Pickarabt al.,2003; Priceet al, 2004).

Recentemente, um estudo vivo realizado para avaliar a associacdo entre assfalha
terapéuticas com artesunato-mefloquina e alteragéeséticas no gergfmdrl, revelou
pacientes que possuiam parasitas com trés ou mpiascdo gengfmdrl antes do
tratamento se encontrou fortemente associado ceorud@scéncias. Este tratamento
seleccionou numeros de coépias piendrl aumentadas, visto que os isolados das

recrudescéncias possuiam mais copias do dgeré(04 (Alker et al.,2007).
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Em experiéncias laboratoriais, estudos realizadm® @stirpes deP. falciparum
resistentes a mefloquina seleccionadas a partijprdgenitores sensiveis verificaram
aumentos dos niveis de expressdo do gefnedrl em relacdo a estirpe sensivel
acompanhado de uma diminuicdo na susceptibilidaaiéeaisinina (Kimet al, 2001;
Begumet al, 2002). Posteriormente, num estudo realizaddzatitio estirpes de.
yoelii com diferentes perfis de resisténcia a antimalérfoi verificado que uma estirpe
resistente a artemisinina, R yoelii ART, apresentava um aumento de 2 para 3 no
namero de cépias do gepgmdrlrelativamente a estirpe progenitora sensivel €rerr
Rodriguezet al., 2004). Recentemente um estudo realizado reveleuagdisrupgao
genética Knock-ou} do n° de cépias de 2 para 1 do gpfradrlna estirpe resistente a
mefloquina FCB resultou num aumento da suscemtddl a artemisininén vitro,
reforcando a ideia que o namero de coOpias deste pessui capacidade de modular
este fendtipo (Sidhet al, 2006).

Todos estes estudos corroboravam as observac@maisindeste estudo de que a
amplificacdo do genegfmdrl que ocorreu durante o processo de seleccdo com
artemisinina, seria o responsavel pela diminuicdswusceptibilidade da estirpe Dd2-
ARTmut relativamente ao seu progenitor sensivel. édtanto apds a reversdao da
resisténcia verificou-se que a amplificacdo do gpfmdrl havia sido mantida na
estirpe Dd2-ARTmuUtREV (sensivel apos reversao) legta amplificacdo ndo devera

ser a causa da resisténcia, pelo menos no nosssondelestudo.

Estas observagbes sugerem que a relacdo cause/efgite a diminuicdo da
susceptibilidade a artemisinina e a amplificacag@eloepfmdrldeve ser reconsiderada

uma vez que essa caracteristica permanece aposa@ve

Talvez a amplificacdo d@fmdrl possa estar relacionada com o mecanismo de
adaptacdo fisioldgico da Dd2-ARTmut a presenca tagente” toxico, tendo a estirpe
sensivel Dd2-ARTmMuUtREV mantido essa alteracdo genéjue ndo lhe confere
resisténcia a artemisinina, mas se novamente &@jgitessdo com artemisinina reactive

esse mecanismo de adaptagéo que Ihe permita sahraessas condicoes.
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IV.3 — CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho englobou um estudo multicéntrico daiacdo da susceptibilidada
vitro aos derivados da artemisinina envolvendo poputagéeurais d@. falciparumde
Africa e América do Sul, assim como a andlise derdénados marcadores genéticos
inseridos no contexto da resisténcia a antimalgri€@s resultados destes ensaios
permitiram que se avaliasse a estrutura populacidongparasitaP. falciparumem
termos de fendtipo bem como do perfil de genes tagos como moduladores das
respostas a estes farmacos antes da aplicacdogarekcala dos mesmos. Estes dados
constituem assim uma ferramenta singular de farmggi@ncia dado poderem ser
utilizados em futuros ensaios como termo de congfaragque permite avaliar a
evolucdo das populacdes parasitarias em termodiges e genotipicos. Neste
ambito, uma monitorizacdo continua da susceptdiikddas populacbes parasitarias
naturais a estes antimalaricos e dos moduladomstiges putativos da sua resposta,
poderd ajudar a proteger a eficacia a longo prasocdmbinacdes terapéuticas com
derivados da artemisinina.

A seleccdoin vitro de resisténcia transitoria a artemisinina nos gi@as deP.
falciparumreforcou a concepcéo pré-existente da dificulaalseleccdo de resisténcia
estavel a esta classe de antimalaricos. No entaram obtidos resultados importantes
e inovadores que questionam a relacdo causal premia estabelecida entre a
amplificacdo do genpfmdrle a diminuicdo da susceptibilidade as artemisgiaasim

como do papel deste gene na resisténcia a est& dasantimalaricos.

Em concluséo, consideramos que este trabalho lbontrcom informacéao relevante

relativamente a caracteristicas fenotipicas e @@nats de populacdes parasitarias
naturais relativas aos derivados da artemisinine &ix@as endémicas estudadas e
proporcionou dados importantes no contexto do meeende accao e de resposta a

esta classe de antimalaricos.
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ANEXOS

ANEXO 1

Principais solucdes utilizadas neste trabalho:

Agua tratada com DEPC
0,1 ml de DEPC por cada 100 ml de agua
Autoclavar 15 minutos

Solucéo de crioconservagéao

28% Glicerol + 72% solucéo (4,2% Sorbitol + 0,65%Y)
-Esterilizar por filtracéo

-Guardar a 4°C

Tamp&o TBE (10X} Tris 1 M, Acido Boérico 1 M, EDTA 50 mM.

Tamp&o TE- Tris-HCL 10mM (pH 8.0), EDTA 0.1 mM (pH 8.0).
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ANEXO 2

Preparacéo de meio de cultura e de RPMI incompleto:
Meio de cultura

Composicéo por litro de meio:

RPMI 1640 (Gibco™) 10,44 gr
HEPES 25mM (Sigma) 5,94 gr

Hipoxantina (Sigma) 0,05 gr
ALBUMAX Il (Gibco™) 5gr
NaHCQ; (Merck) 5% 38 ml

-Adicionar os reagentes a 1 litro de agua milliQ
-Homogeneizar com agitador magnético durante 2shora
-Esterilizar por filtracéo

-Guardar a 4°C

RPMI incompleto
Composigéao por litro:

RPMI 1640 (Gibco™) 10,44 gr
HEPES 25mM (Sigma) 5,94 gr
Hipoxantina (Sigma) 0,05 gr

-Adicionar os reagentes a 1 litro de agua milliQ

-Aquecer no agitador com regulacao térmica (sewefgdurante 2 horas
-Esterilizar por filtracado

-Guardar a 4°C até 3meses.

Preparacao de eritrocitos ndo parasitados

A partir de dadores humanos saudaveis, isentosiaeuer tipo de medicacao, colher
10 a 20 ml de sangue venoso em seringa de 20 atbeat em monovetes com EDTA.
Ap6s uma centrifugacdo a 2000 r.p.m. durante 5 to&ueliminar o sobrenadante
(plasma + glébulos brancos) e adicionar RPMI indetoprepetir a centrifugacéo e
lavagem 3 vezes, por fim adicionar @elletde eritrécitos um volume igual de meio de
cultura.

A suspensao de eritrocitos, em concentracdo sirmdahematdcrito normal (50%) é
dividida em aliquotas de 1ml e conservado a 4°Garde um periodo maximo de 15

dias.
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ANEXO 3

REPUBLICA DEMOCRATICA DE S. TOME E PRINCIPE

MINISTERIO DA SAUDE
CENTRO NACIONAL DE ENDEMIAS
(Unidade — Disciplina - Trabalho)

AUTORIZACAO PARA PARTICIPACAO NO ESTUDO DE AVALIACA O DE
SUSCEPTIBILIDADE IN VITRO A ANTIMALARICOS

Eu,

acompanhante de

Aceito livremente que seja incluido no estudo ddiagdo de susceptibilidadte vitro a
amodiaquina, artesunato e artemeter, para podéaraaficacia destes antimalaricos,
a cargo do Ministério da Saude / Centro Nacionatdéemias em colaboragdo com o
Centro de Maléria e Outras Doencas Tropicais itutstle Higiene e Medicina Tropical
de Lisboa, apos ter-me sido explicado com porme&sopbjectivos do estudo e os
procedimentos necessarios.

S. Tomé aos dias, do més de 200de

Assinatura
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ANEXO 4

QUESTIONARIO INDIVIDUAL

Ref.

Data

Nome

Idade Sexo

Morada

Sintomas

Local de colheita

Antimalarico Periodo (dias) Ultima toma
quinino, artemisinina e derivados > 7
4-aminoquinoleinas >14
pirimetamina e/ou sulfamidas >28
mefloquina >56
Observacdes
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ANEXO 5

NI+

MS - SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE
L T INSTITUTO

=% | EVANDRO
I CHAGAS

Centro de Malaria e Outras Doencas Tropicais / Instuto de Higiene e Medicina
Tropical / Universidade Nova de Lisboa / Portugal

Instituto Evandro Chagas / Secretaria de Vigilancieem Saude / Ministério da

Saude / Brasil

AUTORIZACAO PARA PARTICIPACAO NO ESTUDO DE AVALIACA ODE
SUSCEPTIBILIDADE IN VITRO AOS ANTIMALARICOS, ARTESUNATO E
ARTEMETER.

Eu,

acompanhante de

Aceito livremente participar no estudo de avaliad& susceptibilidadéen vitro aos
antimalaricos, artesunato e artemeter, a cargoeatar€ de Malaria e Outras Doencas
Tropicais / Instituo de Higiene e Medicina Tropicl Lisboa em colaboragédo com o
Instituto Evandro Chagas de Belém, apds ter-me sijdicado com pormenor 0S
objectivos do estudo e os procedimentos necessarios

Tucurui-Para, de de 2005.

Assinatura
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ANEXO 6

QUESTIONARIO INDIVIDUAL
MS - SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE
N
=L =5 INSTITUTO
"] EVANDRO
1" I CHAGAS

Ref.

Data da colheita / / 2005

Local de colheita

Nome

Idade Sexo

Endereco

Sintomas

Ja teve malaria antes? (S) (N) Tipo? (PV) (PF) (P\RF) (PM)

Quantas? Quando foi a ultima?
Tomou algum antimalarico? Sim ( ) Nao ()
Antimalarico Periodo (dias) Ultima toma
quinino, artemisinina e derivados >7
4-aminoquinoleinas >14
pirimetamina e/ou sulfamidas >28
mefloquina >56
Parasitémia /mm3 %
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ANEXO 7
Primerse condi¢oes de PCR utilizados na sequenciagcao

Gene Fragmento  primers sequéncia (53" Reg(iékc)))alvo Condigbes PCR
P
1F/2R N
Forward CATACGATGTTGAGGATGTAC 28-722 94°C, 3’;
(684) 94°C, 30";
Reverse GACCTATTTCAGTCTTCATACC 53°C, 45"; 40 ciclos
72°C, 60";
72°C, 10"
3F/4R N
Forward GAGAATCCTGTTCAGTTGAC 558-1308  94°C, 3"
(740) 94°C, 30"
Reverse ATCCTTCTTCTCCATCATCC 52°C, 45" 40 ciclos
72°C, 60"
72°C, 10"
(o}
3
S 5F/6R Forward ACCGTGTTTCATTTGTTTAGAG 1138-1892 94°C, 3’;
o (754)  94°C, 30";
Reverse CCATTTGTTGTTGCCTGAGC 53°C, 45" 40 ciclos
<
s 72°C, 60"
72°C, 10"
7F/8R Forward AATCACCAAGGGGTATCAAC 1771-2467 94°C, 3';
(696) 94°C, 30";
Reverse ACGTATACCAGCCATATGG 52°C, 45" 40 ciclos
72°C, 60"
72°C, 10"
9F/10R Forward TTCAAAATATGGGAAAAAGAGCA
2285-3078 94°C, 3’;
Reverse TGTTGCTGGTAATCCGTCAG (793) 94°C, 30";
53°C, 45"; 40 ciclos
72°C, 60"
72°C, 10"
Forward GTTAATAATAAATACACGCAGTC 1-1125
1F/2R (658)
Reverse CAACAATAATAACTGCTCCGAG
94°C, 3';
Forward TCATAGGTCTTACAAGAACTAC 812-1965 94°C, 307 .
*5 3F/4R (482) 51°C, 45" 40 ciclos
s Reverse CATACCAAGACCACAATTCTC 72°C, 60"
72°C, 10"
5F/6R Forward TTCCAATTGTTCACTTCTTGTC 1580-3236
(669)
Reverse CTTATAAAGTGTAATGCGATAGC
- 94°C, 3';
o] 1F/2R Forward CATTGCCCAAATTAAAGTACGC 10-554  94°C, 30";
2 (544) 53°C, 45"; 45 ciclos
5 Reverse CAATTTACTAGGTTCCACCAAG 72°C, 60";
72°C, 10’
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pfubp-1

1F/2R

3F/4R

5F/6R

7F/8R

9F/10R

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

CACACGTCATAATTACAACTCTC

TTAACAAGACGTCCATTTTGATC

CTCTTCCTATCGTCATACAC

TTTGTTCACCATTTTGTTCACC

CATTTTGCTAACCTAGATGATG

TGATCGGATATTCTATTTTGCG

AGTACCTCCAAGTATGAAGAAC

AACCGTCCTAACCTTATTATTC

AAAGAAATTATCCACATCCACC

ATAATTTCATTCCACTTTAAGGC

295-1054
(759)

859-1668
(809)

1553-2242
(689)

2135-2858
(723)

2703-3343
(640)

94°C, 3,

94°C, 30"
53°C, 45",
72°C, 60",
72°C, 10}

94°C, 3';

94°C, 45",
51°C, 45",
72°C, 60",
72°C, 10

94°C, 3,

94°C, 45",
51°C, 45",
72°C, 60",
72°C, 10

94°C, 3’;

94°C, 30",
53°C, 45",
72°C, 60",
72°C, 10/

94°C, 3’;

94°C, 45",
51°C, 45",
72°C, 60",
72°C, 10}

40 ciclos

40 ciclos

40 ciclos

40 ciclos

40 ciclos

pfgst

1F/2R

Forward

Reverse

GATGCAAGGGGTAAAGCTG

GTATACACTTTCTTTTCTATTAG

30-633
(603)

94°C, 3’;
94°C, 30"
52°C, 30"
72°C, 60"
72°C, 10'

45 ciclos

pftctp

1F/2R

Forward

Reverse

CAAATGATGAAGTATGTTCCG

CGTGGTGTTATTTCTTCTCC

37-485
(448)

94°C, 3,
94°C, 30",
52°C, 30"
72°C, 60"
72°C, 10'

45 ciclos

pftrx1

1F/2R

Forward

Reverse

CATATGTAGGAAGAGAAGCTCC

CAACTTTGATAAATATTCACTAAC

7-585
(578)

94°C, 3';

94°C, 30",
54°C, 45",
72°C, 60"
72°C, 10

40 ciclos

pftrx2

1F/2R

Forward

Reverse

GTGCAGGAGCAATTTTTTCGG

CTATTAACGATTCGGTAGTTG

17-619
(602)

94°C, 3’;

94°C, 30"
54°C, 45",
72°C, 60",
72°C, 10}

45 ciclos

pfygcs

1F/2R

Forward

Reverse

GACGAAGAAGGAGAAGTAGAAG

GACATATTGTATCATTTGTTGACG

750-882
(132)

94°C, 3’;

94°C, 30"
58°C, 45",
72°C, 60",
72°C, 10/

40 ciclos
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ANEXO 8

Primerse condi¢oes de PCR para os polimorfismos analisagio

Gene Primers sequéncia (65— 3) Regio  Condicdes de PCR
alvo (pb)
NBEY Forward GTATGTGCTGTATTATCAGGAGGA 183-504  94°C, 3’
(321) 94°C, 60";
Reverse CGTACCAATTCCTGAACTCAC 58°C, 30"; 35 ciclos
72°C, 60";
F184Y Forward CAAGTGAGTTCAGGAATTGGTAC 480-710 94°C, 3,
(230) 94°C, 30";
Reverse  5ccTCTTCTATAATGGACATGG 338 gg,,f 45 ciclos
‘_| o 1 , 1
_E 72°C, 10
5 Forward GTAAATGCAGCTTTATGGG 3075-3263
N1042D o~ an
(188) 94°C, 3';
Reverse TCTGAATCTCCTTTTAAGGAC 94°C, 30";
50°C, 30"; 45 ciclos
68°C, 60";
D1246Y Forward CTACAGCAATCGTTGGAGAAA 34?5663)974
Reverse GCTCTAGCTATAGCTATTCTC
Forward GATGGCTCACGTTTAGGTGG 267-538  94°C,3’:
K76T (271) 94°C,5";
Reverse CTTTTGAATTTCCCTTTTTATTTCC 53°C, 45"; 45ciclos
72°C, 45"
72°C, 3'
Pfcrt75F GATGGCTCACGTTTAGGTGG
*5 75N
=1 Pfcrt7ZSNR  TAAAGTTCTTTTAGCAAAAATTGTaTt 94°C, 3';
94°C, 45";
2617(;326 60°C, 45" 45 ciclos
Pfcrt75F GATGGCTCACGTTTAGGTGG (163) 72°C, 30"
75E 72°C, 3'
Pfcrt7SER  TAAAGTTCTTTTAGCAAAAATTGTtTc
-‘5' Forward CATTGCCCAAATTAAAGTACGC 10-554  94°C, 3';
o) D84G (544) 94°C, 30",
N2 Reverse CAATTTACTAGGTTCCACCAAG 53°C, 45"; 45 ciclos
e 72°C, 60";
72°C, 10'
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R37K Forward

Reverse

G639D Forward

© Reverse
(]
7]
]
o
|_

“<£ Forward

Q S769N

Reverse

T26944 Forward

Reverse

CGTTGAACTTATTATATCTTTGTC

TTTCATATCTAATAAAGTTAACACG

TATAGGAGAAAATACATTTGAL CATG

ACATTCATTTCTCCAAGAAGAA

ACTTAGCTTTGCTTATAAAAACTTAA

AATTATCCTTTTCATCATCTCC

GAATTGTTTTCTGTAGAACTGAAC

ATCTGATGCTTCTTTAGCTACC

-76-255
(331)

1889-2055
(166)

2279-2551
(272)

2650-2832
(182)

94°C, 3,
94°C, 30",
51°C, 30"
72°C, 45",
72°C, 10'

94°C, 3,
94°C, 30",
51°C, 30"
72°C, 30"
72°C, 10'

94°C, 3,
94°C, 45",
54°C, 45",
72°C, 45",
72°C, 3

94°C, 3’;
94°C, 45",
54°C, 45",
72°C, 45",
72°C, 3

40 ciclos

35 ciclos

40 ciclos

40 ciclos

Legenda: Na sequéncia dgwimersos nucledtidos a letra minUscula representam as
bases mutadas; * Referente a um nucleétido nadimer dum aminoéacido.
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ANEXO 9

Primersutilizados no PCR em tempo real

Gene Primer sequéncia (5-—3") Conc. Tamanho do
(nM) amplicao (pbs)

Reverse CCTGGATTCTTTGGTCTTCC 300

pfmdrl Forward CAAGTGAGTTCAGGAATTGGTAC 300 230
Reverse GCCTCTTCTATAATGGACATGG 300

pfsodl Forward GATTACAGAAATGACAGAGCATC 300 56
Reverse CAATTTACTAGGTTCCACCAAG 600

pfgst Forward GATGCAAGGGGTAAAGCTG 300 150
Reverse GGGTACTTGCTCAAAAGGAG 600

pftctp Forward CAAATGATGAAGTATGTTCCG 300 55
Reverse  GGTACTTCAAATGGATCTTGTTG 600

pftrx1 Forward CATATGTAGGAAGAGAAGCTCC 300 53
Reverse ATCTGCAAAAACTGCTTCAGCC 600

pftrx2 Forward CGCTAGTGACAAAGAAGGC 300 60
Reverse ACAAACAACAGTATTTCTGACC 600

pfprx Forward GAATCTATAGGATGGACATATG 300 207
Reverse GGACACATATTGTGCCTGC 600

pfgr Forward GCAGTGGCCTTAAAAATGAATG 300 68
Reverse GCTGTAGGATGTATAGGTATGG 300

pfgpx Forward CGTCGATAAAAATGGAGAAGTTG 300 56
Reverse CTAACGGGTTTGTTTTGGGTG 600

pfATPase6 Forward GCTGCATTCATTAGTTTCGTG 300 126
Reverse  GCCATACACCTACGGCAGC 600

Legenda: Conc. - Concentracao de cgutamer para a qual a eficiéncia da reacc¢éo é
maxima.
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ANEXO 10

Resultados da analise dos polimorfismos nos isolaslde P. falciarum do Ruanda
pesquisados por PCR ou PCR-RFLP, isolados ordenadpslos valores de IC50s da
dihidroartemisinina

IC50 | IC50 | pfsodl pfcrt pfmdrl pfATPase6 | pfygcs

DHA | AMD

(nM) | (nM) 84 |75 76| 86 184# 1042 1246 2694*

0,3 3.1 D E T Y Y N D A 3
0,3 8,3 D E T Y Y N Y T/IA 5
0,4 21,8 D E T Y Y N Y A 6
0,5 4,5 D E T Y F N D A M
0,6 6,3 D E T Y N DIY A 6
0,6 77,9 D E T Y N Y TIA M
0,8 4,5 D E T Y N D TIA M
0,8 6,2 D E T Y N D/Y TIA 4
0,9 11,3 D E T Y N Y T 6
1,0 11,2 D E T Y N D T 8
1,2 19,3 D E T Y N D/Y TIA M
1,2 14,0 D E T Y N D/Y TIA M
1,3 13,2 D E T Y N D/Y A 6
1,3 16,8 D E T Y N D/Y A 1
1,3 9,9 D E T Y N D A 8
1,4 4,6 D E/N T Y N DIY A 6
1,6 8,1 D E T Y N D A 4
1,6 11,8 D E/N T Y N D/Y T M
1,6 22,2 D E T Y N Y A 2
1,9 7,6 D E T Y N D T 6
1,9 14,9 D E T Y N Y A 3
2,0 10,0 D E/N T Y N Y T 3
2,0 10,7 D E T Y N D/Y A M
2,1 6,7 D E T Y/N N D T 3
2,3 10,6 D E/N T Y N D/Y T 4
2,4 13,5 D E T N N Y A 3
2,4 19,2 D E T Y N D T M
2,5 20,4 D E/N T Y N D/Y A M
2,5 25,1 D E T Y N D TIA 1
2,6 19,8 D E T Y N D/Y T 5
2,6 34,5 D E/N K/T Y N Y TIA M
2,7 154 D E T Y N D A M
2,8 25,3 D E T Y N D/Y A 1
2,8 17,3 D E T Y N D/Y T 6
2,9 34,2 D E T Y N Y A 1
3,1 14,0 D E T N N D T 3
3,1 16,0 D E T Y N Y A 6
3,1 14,2 D E T N N Y A 3
3,2 2,1 D E/N T Y N D/Y A 1
3,2 37,5 D E T Y N Y A 3
3,2 19,1 D N T Y N D/Y TIA M
3,3 2,5 D E T N N D A M
3.4 32,7 D E T Y N Y A M
3,5 26,8 D E T Y N D/Y A M
3,5 18,1 D E T Y N D TIA 1
3,6 11,2 D E/N T N N D A 7
3,7 31,2 D E/N K/T Y N Y A 1
3,8 6,3 D E T Y N D TIA M
3,8 1211 D E T Y N D A 1
4,1 12,7 D E T Y N Y T 4
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4,2 16,9 D E T Y N Y A 1
4,3 28,7 D E T Y N D/Y TIA 2
4.4 10,3 D E/N K/T Y N Y TIA 1
4,5 10,8 D E T N/Y N D/Y A M
4.6 54,4 D E/N T Y N Y A 1
4,7 35,0 D E/N T Y N D TIA M
4.8 16,5 D E T Y N D A 4
4.9 36,6 D E/N K/T Y N DIY TIA M
5,2 15,9 D E T Y N D A 2
5,2 34,0 D E T Y N D TIA M
54 25,2 D E T Y N Y T 5
55 76,1 D E/N K/T Y N Y T M
5,9 28,6 D E/N K/T Y N D/Y A M
6,2 35,7 D E T Y N Y TIA M
6,4 91,7 D E T Y N Y TIA M
7,3 34,5 D E T Y N D A 2
7,3 22,7 D E T Y N D T M
7,6 16,5 D E T Y/N N D/Y T 5
7,6 20,7 D E T Y/N N D/Y A 7
8,8 16,8 D E T N F N D T 1
9,6 53,2 D EIN T Y Y N D/Y A 7
10,1 34,9 D E T Y Y N Y A 4
14,3 44,7 D E/IN T Y Y N D A M
- - D E T Y N Y TIA 3
- - D E T Y N Y A M
- - D E T Y N D/Y A 3
- - D E T Y N D/Y T 4
- - D E T Y N Y TIA M
- - D E T Y N D A M
- - D E T Y/N N D A M
- - D E/N T Y N D T 7
- - D E T Y N Y TIA M
- - D E T Y N Y A 7
- - D E T Y N D/Y A 1
- - D E T Y N D TIA M
- - D E T N N D T 3
- - D N T N N D A M
- - D E T Y N Y A 3
- - D E T Y/N N Y TIA M
- - D E T N N D TIA M
- - D E T Y N D/Y T 3
- - D E/N K/T Y N DIY A M
- - D E T Y N Y A M
- - D E/N T Y N D T 8
- - D E T Y N D/Y A 5
- - D E T N N Y A 7
- - D E/N T Y N D/Y TIA 2
- - D E T Y/N N D A 5
Legenda

O sombreado cinzento representa os isolados smhechis para a pesquisa de polimorfismos
por sequenciagcdo e calculo do n° de cépias, 4 dewada sensibilidade e 4 com baixa
sensibilidade, relativamente a dihidroartemisinina.

1,2, 3,4,5, 6, 7, 8 Classificacdo dos alelos de acordo com o searthm) onde 1 representa o
alelo de menor tamanho e 8 o de tamanho maior;

M — Mistura de dois alelos de tamanho diferente;

# - PolimorfismopfmdrilF184Y pesquisado por sequenciacdo do DNA,;

* - Referente a um nucleotido.

DHA — dihidroartemisinina; AMD — amodiaquina
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ANEXO 11

Resultados da analise dos polimorfismos nos isolasideP. falciparumda RDSTP,
pesquisados por PCR ou PCR-RFLP, isolados ordenadpslos valores de IC50s do
artemeter

IC50 | IC50 | IC50 | pfsodl| pfecrt pfmdrl pfATPase6| pfygcs
ATM | ARS | AMD
(nM) | (nM) | (nM) 84 |75 76| 86 184# 1042 1246 2694*

0,2 - 36,1 D E T Y N DIY A 2
0,2 0,1 10,5 D E T Y N D T 2
0,2 0,02 153 D E T Y Y N D A i/

0,2 0,02 13,6 D E T Y N D T 8
0,2 0,1 37,0 D E T Y N D A 8
0,2 11 232 G E T Y F N D A 6

0,2 0,02 17,2 D E T N N D A 2
0,2 0,02 115 D E T YIN N DIY A M

0,2 0,02 4,7 D E T Y N D A M
02 002 71 D E T Y F N D T M

0,2 0,06 - D E T Y N DIY T 8
0,2 0,02 1,6 D E T Y N D A 6
02 0,02 1,0 D E T Y F N D AT i/

02 0,02 47 D E T Y N D T 6
0,3 - 3,7 D E T Y N D AT 6
0,3 - - D E T Y N DIY A M
0,3 0,1 17 D E T YIN N D AT M

0,3 34 516 D E T YIN N D A 7

03 0,04 178 D E T Y N D T 7
0,3 0,02 15 D E T Y N D A 7
0,3 0,02 6,0 D E T Y N D AT M
0,3 04 279 D E T Y N D A 4
0,5 0,1 344 D E T Y N DIY AIT M
0,5 16 399 D E T Y N DIY T M
0,5 0,7 9,1 D E T Y N D T 8
05 0,02 89 D E T Y N D A 8
06 002 92 D E T Y N D A 6
0,6 0,1 38,2 D E T Y N D A 8
0,6 0,1 29,3 D E T Y N D T 7
0,6 01 375 D E T Y N D AT 7
0,7 - 10,6 D E T Y N Y A 8
0,7 0,3 1,2 D E T Y N D T 5
0,8 0,1 - D E T YIN N D A 7

0,8 0,1 11,9 D E T Y N D A M
0,9 0,2 4,2 D E T Y N D T 1
1,0 - - D E T N N D A 8
1,0 0,1 13,8 D E T Y N D A 2
11 0,3 264 D E T Y N DIY A 2
1,4 - - D E T Y N D A 7
1,4 - 126,1 D E T Y N D A 6
1,4 2,0 18,3 D E T Y N D A M
15 0,1 320 D E T Y N D A 2
17 - - D E T N N D A 5
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1,8 0,6 42,7 G E T Y N Y T 7
2,0 0,1 11,5 D E T Y N D AT M
2,1 0,5 1328 D E T Y N D AIT M
2,1 0,6 3,9 D E T Y N D T 7
2,3 0,5 338 D E T Y F N D T M
4,1 0,4 1293 D E T Y Y N D A 6
6,7 1,7 59,6 D E T Y F N D T 9
125 9,0 156,0 D E T YIN F N D T 7
- - 1,0 D E T Y N DIY T 8
- - 1,0 D E T Y N D A 7
- - 1,0 D E T N N D A 8
- - 1,0 D E T YIN N D T 8
- - 30,3 G E T YIN N D A 9
- - 37,8 D E T Y N D T 6
- - 39,9 G E T Y N D A 6
- - 44,0 D E T Y N DIY A 6
- - - D E T Y N D A 6
- - - D E T Y N DIY A 2
- - - D E T Y N DIY T 6
- - - D E T YIN N D T M
- - - D E T N N D T 3
- - - D E T YIN N Y A 6
- - - D E T Y N D A 2
- - - D E T YIN N D A M
- - - D E T YIN N D AT M
- - - D E T Y N D A 6

Legenda
O sombreado cinzento representa o0s isolados smhecios para a pesquisa de

polimorfismos por sequenciacdo e céalculo do n°Ggeas, 4 com elevada sensibilidade
e 4 com baixa sensibilidade, relativamente ao atem

1,2, 3,4,5, 6, 7, 8,9 Classificacdo dos alelos de acordo com o seartan) onde 1
representa o alelo de menor tamanho e 9 o de tanmaaior;

M — Mistura de dois alelos de tamanho diferente

# - PolimorfismopfmdrlF184Y pesquisado por sequenciacao;

* - Referente a um nucledétido.
ATM — artemeter; ARS — artesunato; AMD — amodiaguin
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ANEXO 12

Resultados da anélise dos polimorfismos nos isolaldeP. falciarum do Brasil,
pesquisados por PCR ou PCR-RFLP, isolados ordenadpslos valores de IC50s do
artesunato.

IC50 | IC50 | pfsodl| pfert pfmdrl pfATPase6 pfygcs
ARS | ATM

(nM) | (nM) 84 75 76|86 1042 1246| 37 639 769  2694%

0,1 0,2 D N T N D Y G G S A 2
0,1 0,3 D N T N D Y G G S A 1
02 05 D N T N D Y G G S A 1
02 0,6 D N T N N Y G G S A 1
0,2 0,8 D N T N DN Y G G S A 1
0,2 1,0 D N T N D Y G G S A 1
0,2 15 D N T N D Y A G/A S AIT M
0,3 3,0 D N T N N Y G G S A 1
0,3 2,2 D N T N D Y G G S A 1
0,3 15 D N T N D Y G G S A 1
0,4 1,0 D N T N D Y G G S A 2
0,4 14 D N T N D Y G G S A 1
0,4 2,1 D N T N D Y G G S A 1
0,4 2,3 D N T N N Y G G S A 1
0,5 2,0 D N T N D Y G G S A 1
0,5 3,4 D N T N D Y G G S A 1
0,5 3,2 D N T N D Y G G S A 1
05 05 D N T N D Y G G S A 1
0,5 0,6 D N T N D Y G G S A 1
0,5 0,9 D N T N D Y A A S T 1
0,5 1,8 D N T N D Y G G S A 1
06 28 D N T N D Y G G S A 1
0,7 3,0 D N T N D Y G G S A 1
0,7 4,2 D N T N D Y G G S A 1
0,7 2,0 D N T N D Y A G/A S AIT 1
0,9 2,2 D N T N D Y G G S A 1
0,9 2,7 D N T N D Y G G S A 1
0,9 1,8 D N T N D Y G G S A 1
1,0 51 D N T N D Y G G S A 1
1,1 3,8 D N T N D Y G G S A 1
1,2 3,6 D N T N D Y G G S A 1
1,3 2,4 D N T N D Y G G S A 1
1,3 3,4 D N T N D Y G G S A 1
1,3 4,5 D N T N D Y G G S A 1
1,3 4.8 D N T N D Y G G S A 1
1,3 3,5 D N T N D Y G G S A 1
14 4.4 D N T N D Y G G S A 2
15 3,2 D N T N D Y G G S A 1
15 5,6 D N T N D Y G G S A 1
15 6,5 D N T N D Y G G S A 1
1,6 8,2 D N T N D Y G G S A 1
1,6 53 D N T N D Y G G S A 1
1,7 3,8 D N T N D Y G G/A S AIT 2
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1,7 4,3 D N T N D Y G G S A 2
1,7 5,5 D N T N D Y G G S A 1
1,8 3,5 D N T N D Y G G S A 1
2,0 5,2 D N T N N Y G G S A 1
2,1 4,3 D N T N D Y A A S T 1
2,1 8,5 D N T N D Y G G S A 1
2,4 9,8 D N T N D Y G G S A 1
2,8 22,5 D N T N D Y G G S A 1
3,1 12,6 D N T N D Y G G S A 1
34 104 D N T N D Y A A S T 1
48 221 D N T N N Y G G S A 1
48 23,2 D N T N D Y A A S T 1
49 23,0 D N T N D Y G G S A 1

- - D N T N D Y A G/A S AT 1
- - D N T N D Y A G/A S A 1
- - D N T N D Y A A S T 1
- - D N T N D Y - G S A 1
- - D N T N D Y - - S A 1
- - D N T N N Y - - S A 1
- - D N T N D/N Y - - S A 1
- - D N T N D Y - - S A 1
- - D N T N D Y - - S A 1
- - D N T N D Y - - S A 1
Legenda

O sombreado cinzento representa os isolados smbecins para a pesquisa de
polimorfismos por sequenciacao e célculo do n°aeas, 4 com elevada sensibilidade
e 4 com baixa sensibilidade, relativamente ao amgds.

1, 2- Classificagéo dos alelos de acordo com o seartao) onde 1 representa o alelo
de menor tamanho e 2 o de tamanho maior;

M — mistura de dois alelos de tamanho diferente;

* - Referente a um nucleétido.

ATM — artemeter; ARS — artesunato.
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