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RESUMO

Resisténcia do Plasmodium falciparum a Cloroquina (CQ) tem sido associada a mutagdes no
gene P. falciparum resistente a CQ relacionado ao transportador (pfcrt), com a mutacdo K76T
considerada como o evento critico. Em regiGes com elevada endemicidade, a interrupcéo do
uso de CQ como medicamento de primeira escolha para tratamento de infeccdes por P.
falciparum tem conduzido para a restauragdo do perfil de suscetibilidade & CQ, decorrente da
reexpansdo do alelo selvagem (WT) K76, relacionado ao gene pfcrt. Nesse cenario,
populagdes de parasitos resistentes estavam em desvantagem seletiva na auséncia de presséo
da droga. Ja em areas de baixa transmissdo, como €é o caso dos paises da América do Sul, as
mutacBes de resisténcia aos medicamentos podem atingir prevaléncia de 100%, isto é, ha
fixacdo de alelos resistentes aos medicamentos antimalaricos, o que impede o retorno de
parasitos WT. No entanto, observou-se na Guiana Francesa que, apesar da fixacdo do alelo
mutante K76T, a prevaléncia de isolados resistentes a Cloroquina (CQR) caiu
progressivamente de mais de 90% para menos de 30% apds 17 anos de interrup¢do do uso de
CQ no pais. Inguérito molecular retrospectivo em isolados da Guiana Francesa identificou
uma Unica mutacdo em pfcrt que codificava uma substituicdo C350R associada com a
recuperacdo da suscetibilidade a CQ. Como foi verificado esse fenbBmeno nas populacdes da
Guiana Francesa, torna-se necessario conduzir vigilancia molecular para observacdo da
evolucdo desse fenbmeno ao longo do tempo em outros paises da América do Sul. Este estudo
foi realizado para identificar as mutacfes K76T e C350R associadas a evolucdo da resisténcia
de P. falciparum a CQ em isolados de duas localidades (Goianésia do Para e Itaituba) no
estado do Par4, regido Amazénica brasileira. Para a realizagdo do estudo do tipo transversal
retrospectivo, foram incluidas aliquotas de DNA de amostras de P. falciparum obtidas durante
o0 periodo de 2010 a 2012 de Goianésia do Para e ltaituba (estado do Pard). A qualidade do
DNA foi avaliada usando o gene da s-globina como um controle interno e foi confirmada pela
amplificacdo por PCR dos alelos de Proteina 2 de Superficie do Merozoito (MSP2). As
mutacdes K76T e C350R do gene pfcrt foram amplificadas utilizando iniciadores especificos
e protocolo de PCR, de acordo com Pelleau et al. (2015). Foram analisadas 75 amostras, 33
de Goianésia do Para e 42 de Itaituba. Todas essas amostras foram consideradas de boa
qualidade e avaliadas. Assim, Goianésia do Para e Itaituba apresentaram 90,9% (30/33) e
81,0% (34/42) para a presenca da mutacdo K76T, respectivamente. A mutacdo C350R foi
observada em 97,0% (32/33) das amostras de Goianésia do Para e 97,6% (41/42) de ltaituba.
Houve uma predominéncia da presenca simultanea das mutacbes K76T e C350R na amostra
analisada dos dois municipios do estado do Para, enquanto Goianésia do Para alcangou
frequéncia expressiva de 90,9%. Além disso, ndo houve correlacdo entre o perfil de
combinacdo da presenca das mutagdes K76T e C350R associadas a parasitemia assexuada
igual ou superior a 1.000 parasitos/uL (p= 0.4397), bem como para a associacdo entre a
auséncia da mutacdo K76T e presenca de C350R e parasitemia de até 499 parasitos/uL (p=
0,9106), tanto para Goianésia do Para como ltaituba. Esses achados indicam a presenca de
populacdes de P. falciparum com as mutacdes K76T e C350R do gene pfcrt na Amazonia
brasileira, particularmente no estado do Para. Portanto, € fundamental continuar monitorando
a distribuicdo e prevaléncia dessas mutacOes nesta e em outras areas da bacia Amazonica.

Palavras-chave: P. falciparum, resisténcia, pfcrt, K76T, C350R, bacia Amazonica.



ABSTRACT

Plasmodium falciparum resistance to Chloroquine (CQ) has been associated with mutations in
the transporter-related CQ resistant P. falciparum gene (pfcrt), with the K76T mutation
considered as the critical event. In regions with high endemicity, interrupt of the use of CQ as
a first choice drug for the treatment of P. falciparum infections has led to the restoration of
the susceptibility profile to CQ due to re-expansion of the wild-type allele (WT) K76, related
to pfcrt gene. In this scenario, populations of resistant parasites were selectively
disadvantaged in the absence of drug pressure. In areas of low transmission, such as South
America, drug resistance mutations can reach a prevalence of 100%, that is, the establishment
of alleles resistant to antimalarial drugs, which prevents the return of WT parasites. However,
it was observed in French Guiana that, despite the fixation of the K76T mutant allele, the
prevalence of CQ resistant isolates (CQR) decreased progressively from over 90% to less than
30% after 17 years of interruption of the use of CQ in this country. Retrospective molecular
investigation in isolates of French Guiana identified a single pfcrt mutation that encoded a
C350R substitution associated with recovery of susceptibility to CQ. As this phenomenon was
verified in the populations of French Guiana, it is necessary to conduct molecular surveillance
to observe the evolution of this phenomenon over time in other South American countries.
This study was undertaken to identify the K76T and C350R mutations associated with the
resistance evolution of P. falciparum to CQ in isolates from two localities (Goianésia do Para
e Itaituba) of Para State, Brazilian Amazon Basin. For the retrospective cross-sectional study,
only DNA aliquots of P. falciparum samples obtained during 2010 to 2012 from Goianésia do
Para and Itaituba (Paré State) were included. DNA quality was assessed using f-globin gene
as an internal control and was confirmed by PCR amplification of the Plasmodium major
surface protein 2 (MSP2) alleles. K76T and C350R mutations of pfcrt gene were amplified
using specific primers and PCR protocol, in accordance with Pelleau et al. (2015). A total of
75 samples were analyzed, 33 from Goianésia do Para and 42 from Itaituba. All these samples
were considered of good quality and further evaluated. Thus, Goianésia do Para and Itaituba
showed 90.9% (30/33) and 81.0% (34/42) for the K76T mutation presence, respectively.
C350R mutation was presented in 97.0% (32/33) samples of Goianésia do Para and 97.6%
(41/42) from lItaituba. There was a predominance of the simultaneous presence of the K76T
and C350R mutations in the analyzed sample from two localities in Para State, while
Goianésia do Para reached an expressive frequency of 90.9%. In addition, there was no
correlation between the combination profile of the presence of the K76T and C350R
mutations associated with asexual parasitemia equal to or greater than 1,000 parasites/uL (p=
0.4397), as well as for the association between absence of the K76T mutation and presence of
C350R and parasitemia ranges of up to 499 parasites/uL (p= 0.9106), both for Goianésia do
Pard and ltaituba. These findings indicate the presence of P. falciparum populations with
K76T and C350R mutations of pfcrt gene in the Brazilian Amazon, particularly in Para State.
Therefore, it is critical to continue to monitor the distribution and prevalence of these
mutations in this and other parts of the Amazon Basin.

Key words: P. falciparum, resistance, pfcrt, K76T, C350R, Amazon Basin.
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1 INTRODUCAO
1.1 CONSIDERACOES GERAIS

A malaria é uma doenca infecciosa parasitaria, aguda, por vezes de evolucao crénica,
causada por parasitos do género Plasmodium, transmitida por vetores culicideos do género
Anopheles e que apresenta como principais manifestacdes clinicas febre, calafrio e cefaléia.
Também é conhecida como paludismo, impaludismo, febre palustre, sezdo ou tremedeira
(BRUCE-CHWATT, 1988).

E considerada a doenca infecciosa mais importante em regides tropicais e
subtropicais, e continua a ser um importante problema de satde global, com mais de 40% da
populacdo do mundo exposta a diferentes graus de malaria em cerca de 100 paises
(OLIVEIRA-FERREIRA, 2010; WHO, 2014).

No Brasil, o maior nimero de casos € registrado na regido Amazonica, cujas
condi¢cdes ambientais e socioculturais favorecem a expansdo de sua transmissdo (BRASIL,
2017).

O Programa Nacional de Controle e Prevengdo da Maléria no Brasil — PNCM adota
como principais estratégias para o controle efetivo desse agravo a combinacdo do diagnostico
rapido e eficaz e tratamento imediato dos casos, em vista disto € de extrema importancia que
as ferramentas utilizadas para o diagnostico da malaria ndo subestimem a real prevaléncia do
parasita em regides endémicas (BRASIL, 2009a; WHO, 2010; 2014).

1.2 TRASMISSAO DA MALARIA
1.2.1 Vetores

A principal via de transmissdo ao homem € por picada de fémeas de insetos dipteros
do género Anopheles durante seu repasto sanguineo. No Brasil, as principais espécies
transmissoras de malaria pertencem ao subgénero Nyssorhynchus, destacando-se as espécies,
Anopheles (Nys.) aquasalis e 0 complexo Anopheles (Nys.) albitarsis. Sendo que Anopheles
(Nys.) darlingi é considerado o mais importante vetor da malaria no Brasil, particularmente,
na Regido Amazobnica brasileira (COX, 2010). Nessa area, a transmissdo € instavel e
geralmente focal, alcangando picos principalmente apos o periodo chuvoso do ano (BRASIL,
2009a; DUARTE et al., 2014).
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1.2.2 Agentes Etiologicos

Os parasitos da malaria pertencem ao filo Apicomplexa, ordem Eucoccidiida, familia
Plasmodiidae e género Plasmodium. Existem 120 espécies de plasmaddios, sendo 22 parasitos
de primatas, 19 de roedores, morcegos e outros mamiferos e 79 de outras espécies em aves e
répteis (BRUCE-CHWATT, 1988; AYALA, 2009).

As espécies patdgenicas para 0 homem sdo: Plasmodium (Laverania) falciparum,
Plasmodium (Plasmodium) vivax, Plasmodium (Plasmodium) ovale e Plasmodium
(Plasmodium) malariae, e recentemente Plasmodium (Plasmodium) knowlesi, um protozoario
de primata que infectou esporadicamente o homem (SIGH et al., 2004; BRONNER et al.,
2009). Destes, as espécies que estdo presentes no territorio brasileiro sdo P. vivax, P.
falciparum e P. malariae (COX-SINGH & SINGH, 2008; LEE et al., 2009; COX, 2010).

1.2.3 Ciclo Evolutivo

O ciclo evolutivo do parasito da malaria € do tipo heteroxénico, com uma fase
assexuada enddgena (esquizogdnica) com multiplicacdo no hospedeiro vertebrado e outra fase
sexuada exdgena (esporogbnica) com multiplicacdo nos mosquitos. A fase esquizogbnica
compreende ainda duas etapas, sendo uma realizada nas células parenquimatosas do figado
(esquizogonia exoeritrocitica) e a outra de desenvolvimento do parasito nos eritrocitos
(esquizogonia eritrocitica) (GILLES, 1993).

A infeccdo no hospedeiro vertebrado € iniciada pela picada do anofelino fémea que
durante o respasto sanguineo libera, junto com a saliva, os esporozoitos (formas infectantes
para 0 homem) na corrente sanguinea (MOTA, 2002). Apo6s disseminacdo hematogénica,
estes estagios penetram nos hepatocitos, onde sofrem diferenciacdo e passam a forma
arredondada de criptozoitos, em seguida se multiplicam e se diferenciam em cerca de 10.000
merozoitos (VALE et al., 2005). Esta fase pode perdurar cinco a quinze dias, dependendo da
espécie de plasmodio, dentre outros fatores. Os merozoitos formados amadurecem, rompem
0s hepatdcitos, caindo na circulagdo sanguinea e invadem as hemacias, dando inicio a segunda
fase do ciclo, chamada de esquizogonia sanguinea (MENARD, 2000; GARCIA, 2010;
NEVES et al., 2011).

As espécies P. vivax e P. ovale tém estagios exoeritrociticos persistentes, chamados
hipnozoitos. Estes hipnozoitos sdo estagios unicelulares que permanecem latentes por anos e,
quando reativados, levam a novas manifestacGes clinicas denominadas recaidas (FARID et
al., 1993; NOGUEIRA & ROSARIO, 2010). Na malaria por P. falciparum podem existir
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novas crises, as recrudescéncias, devido a persisténcia de formas eritrocitarias em niveis
sanguineos muito baixos, ndo detectaveis a microscopia optica (BRUCE-CHWATT, 1988).

Ap0s a penetracdo dos merozoitos nos eritrocitos do hospedeiro vertebrado, a maioria
se transforma em trofozoitos jovens, que amadurecem dando origem aos esquizontes
hematicos ou secundarios, que sofrem divisdo nuclear e citoplasmatica, posterior segmentacdo
e originam um numero varidvel de merozoitos. Os eritrocitos infectados e repletos de
merozoitos se rompem, liberando estas formas evolutivas na corrente sanguinea. A grande
parte dos merozoitos voltara a parasitar outras hemacias, repetindo o ciclo. Todavia, uma
pequena populacdo destes merozoitos se diferencia em gametdcitos, a funcdo destes é
exclusivamente reprodutiva, isto €, garantir a perpetuacdo da espécie. Eles podem ser de dois
tipos, diferenciados microscopicamente nos esfregacos sanguineos: 0s microgametocitos
(masculinos) e os macrogametocitos (femininos), que séo os estagios infectantes para o vetor
(BRUCE et al., 1990; MENARD, 2000; BRASIL, 2009b).

A esquizogonia eritrocitica é caracterizada por elementos préprios de acordo com a
espécie de plasmodio. Como exemplo, os plasmodios possuem particularidades quanto ao tipo
de hemaécia preferencial a ser invadida. Assim, o P. malariae invade hemacias maduras; o P.
vivax e o P. ovale invadem, preferencialmente, hemécias jovens ou reticulécitos e os P.
falciparum e P. knowlesi, heméacias em qualquer idade evolutiva. Também ha diferencas
quanto aos intervalos em que os ciclos eritrociticos se repetem e caracterizam 0s paroxismos
febris no individuo infectado nem sempre ocorrem, sendo de 72 horas para o P. malariae, 48
horas para P.vivax e P. ovale, 36 a 48 horas para o P. falciparum e somente 24 horas para o P.
knowlesi (BRUCE et al., 1990; GILLES, 1993; GARCIA, 2010).

J& o ciclo esporog6nico se inicia quando a fémea do mosquito anofelino ingere os
gametdcitos masculinos e femininos maduros (formas infectantes para o vetor) presentes no
sangue circulante do hospedeiro vertebrado, durante o repasto sanguineo (NOGUEIRA &
ROSARIO, 2010). A primeira etapa deste ciclo ¢ a diferenciacdo dos gametdcitos em gametas
e ocorre no estdmago do mosquito. O macrogametocito ou gametocito feminino da origem a
um gameta feminino, enquanto o microgametdcito ou gametdcito masculino pode produzir até
oito gametas masculinos por divisdo nuclear, decorrentes do processo de exoflagelacdo. Os
microgametas se movimentam rapidamente e fertilizam os macrogametas no lumen do
estdmago, formando o ovo ou zigoto (GAMA, 2011). Poucas horas apos a fertilizacdo, este se
desenvolve e se transforma em uma forma movel, o oocineto, que ira perfurar o epitélio do
estdmago para se alojar e transformar em oocisto, iniciando a segunda etapa do ciclo. Depois

da maturacdo, o oocisto se rompe liberando os esporozoitos. Estas formas migram para as
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glandulas salivares do mosquito, estando aptos a reiniciar o ciclo quando inoculados durante
um novo repasto sanguineo (PAULINO, 2004; REY, 2008).

1.3 MALARIA NA REGIAO AMAZONICA

A regido Amazonica brasileira € uma regido tropical de 5,1 milhdes de km2 com baixa
densidade populacional (2,7 habitantes/lkm?), e formada pelos estados do Acre, Amazonas,
Amapa, Maranhdo, Mato Grosso, Pard, Rond6nia, Roraima e Tocantins, totalizando 807
municipios (MARQUES & GUTIERREZ, 1994; PASSOS & FIALHO, 1998; BRASIL,
2016), muitos de dificil acesso. A associacao de diversos fatores favorece a transmissao e a
emergéncia de focos epidémicos e endémicos da doenca nesta regido. Dentre estes, a
colonizagdo de vérias areas por diferentes grupos populacionais € fator relevante, porém é
necessario conhecer melhor como estes processos surgem e sao estabelecidos (MARQUES,
1987; BARATA, 1995; TAUIL, 2011).

A Amazonia brasileira registra 99,7% das notificacdes dos casos de maléria no Brasil
(BRASIL, 2009a; 2016). As condigdes climaticas, hidrogréaficas e o desmatamento da floresta
contribuem para a manutencdo do ciclo de transmissdo da malaria. Outro fator importante é o
grande namero de portadores ou assintomaticos e o fluxo migratério em alguns municipios,
condizendo com as altas incidéncias de casos de malaria na regido (BRADT, 2011).

Nessa regido, observou-se que: 1) No ano de 2016, o nimero de casos de malaria
notificados sofreu uma reducdo de 11%, em comparacdo com o mesmo periodo de 2015,
passando de 131.749 para 117.453 casos registrados; 2) Somente o estado do Para apresentou
um aumento de 5,0% no numero de registros de malaria no ano de 2016; e 3) Ainda em
relacdo ao periodo de janeiro a novembro de 2016, o ndmero de casos de malaria por P.
falciparum + P. vivax no estado do Para sofreu uma reducdo de 12%, quando comparado com
0 mesmo periodo de 2015, passando de 1.760 para 1.127 casos autoctones e no estado do
Acre houve um aumento de 9,0%, em comparacdo com o mesmo periodo de 2015, passando
de 4.944 para 5.649 casos autoctones (BRASIL, 2016) (Figura 1).
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Figura 1- Casos de maléria notificados por estado e percentual de participacdo no total de
casos notificados na regido Amazénia, 2015 e 2016 — Jan a Nov. (Fonte: Brasil, 2016).

Na Amazénia, onde a transmissdo da malaria ndo é completamente estavel, o risco da
ocorréncia anual de casos em determinado espaco geografico, é estimado pela Incidéncia
Parasitaria Anual (IPA), que é expressa pelo nimero de exames positivos de maléria a cada
mil habitantes. A IPA pode ser classificada como de alto risco (IPA>50/1.000 hab.), médio
risco (IPA entre 10-49/1.000 hab.) e baixo risco (IPA<10/1.000 hab.) (DUARTE et al., 2014;
BRASIL, 2017).

Desde 1999, o Governo Brasileiro adota estratégias para intensificar as acfes e
medidas de controle da maléria, visando reduzir a incidéncia da malaria, morbidade,
mortalidade e eliminar a transmissdo da malaria em &reas urbanas da regido Amazonica, a fim
de alcancar a interrupcdo da transmissdo da doenca. Esta estratégia consiste em uma agdo
conjunta e permanente do governo e da sociedade, direcionada a eliminacdo ou reducdo do
risco de adoecer ou morrer de malria, assim como reducdo das perdas sociais e econémicas
decorrentes desse agravo (TAUIL, 2006; OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010; WHO, 2014).

Para alcancar os objetivos acima citados, as seguintes acdes devem ser implementadas:
adocdo do diagndstico precoce e preciso associado ao tratamento imediato e eficaz dos casos
detectados; planejamento e implementacdo de medidas seletivas e sustentaveis de controle,
adequadas as caracteristicas peculiares da transmissao existentes em cada localidade; deteccéao
oportuna e contencdo ou prevencdo de epidemias; monitoramento regular da situacdo da
malaria, principalmente quanto aos determinantes ecoldgicos, sociais e econdémicos (BRASIL,
2009a; 2009b, WHO, 2014).
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O PNCM adota o SIVEP - Maléria (Sistema de Informacdo de Vigilancia
Epidemioldgica — Maléria) que é o sistema de informacdo implantado pelo Ministério da
Saude no ano de 2002, que funciona on line e é alimentado pelos municipios, com os dados
coletados nos Postos de Notificacdo da Malaria (PN) distribuidos em todos os municipios
endémicos (MOURAO et al., 2014). Contudo, este sistema apresenta limitagdes, como por
exemplo, ndo identificar as epidemias, reducdo efetiva da doenca, quais 0s municipios estéo
em situacdo de alerta, além de falhas humanas durante a insercdo correta dos dados de
notificacdo (BRAZ et al., 2014). A continuidade da transmissdo da malaria na regido, mesmo
apos todos esses esforcos de controle, € consequéncia das particularidades da dindmica
populacional nessa regidao, onde, além dos fatores humanos, coexistem os fatores ambientais
propicios para a proliferacdo dos mosquitos transmissores e para a manutencdo da infeccao
(BRAZ et al., 2014; WHO, 2014).

E importante ressaltar que as principais estratégias para o controle da maléria adotadas
pelo PNCM estdo direcionadas para o diagnostico laboratorial rapido e preciso associado ao
tratamento imediato dos casos, estratégia que permite a eliminacdo da fonte de infec¢do para o
mosquito transmissor (TAUIL, 2006; FRASSON et al., 2009; BRASIL, 2009a; BRAZ et al.,
2014).

Embora nédo se tenha observado aumento no nimero de mortes causadas por malaria, a
morbidade ainda é alta, trazendo sérias consequéncias socioecondmicas. Assim, o desafio de
manter o controle dessa infeccdo na Amazdnia permanece, uma vez que as medidas
tradicionais de controle ndo sdo eficazes o suficiente (CASTRO & SINGER, 2007; BRAZ et
al., 2014; DUARTE et al., 2014).

1.3.1 Maléria no Estado do Para

Desde a década de 80, a populacéo do estado do Para vem aumentando drasticamente
devido aos incentivos do governo com implantacdo de hidroelétricas e mineradoras
(MARQUES, 1986; FEARNSIDE, 2002). Assim, o numero de pessoas provenientes de outras
regibes fez com que houvesse mais individuos suscetiveis a infeccdo por ndo possuirem
imunidade adquirida contra a infecgdo (CASTRO et al., 2006).

No estado do Para ainda ha um grupo composto por oito municipios prioritarios que
sdo responsaveis por 90% dos casos neste estado, dentre eles estdo: Goianésia do Para,
Jacareacanga, ltaituba, Novo Progresso, Rurdpolis, Sdo Caetano das Odivelas, Chaves e

Oriximina. A principal espécie responsavel por causar malaria no estado do Para é o P. vivax
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com percentual de 80% dos casos, enquanto, 17% sdo causadas por P. falciparum e o restante
devido a infeccGes por P. malariae e/ou mistas (BRASIL, 2016).

Desde 2011, tem ocorrido reducdo brusca na notificacdo de novos casos de malaria no
estado do Para. Em 2013, esse estado foi responsavel por 24.674 dos 177.496 casos de
malaria registrados na regido Amazonica. Em 2014, dos 137.970 casos registrados na
Amazonia Legal, o estado do Para foi responsavel por 11.437 casos, com diferenga percentual
maior que 50% de reducdo em relacdo ao ano de 2013 (BRASIL, 2016). Em 2016, dos
117.453 casos registrados na Amazonia Legal, o estado do Para foi responsavel por 13.224
casos, sendo o P. vivax a espécie com maior prevaléncia, representando 11,259% do total de
casos registrados no estado. Este cenario evidencia reducdo significativa dos casos da doenca,
entretanto, é necessario manter a efetividade das acbes de controle e prevencdo da maléria,
como objetiva 0o PNCM (DUARTE et al., 2014; BRASIL, 2017).

1.4 TRATAMENTO DOS INDIVIDUOS INFECTADOS PELOS PLASMODIOS
HUMANQOS

Em relacdo a terapéutica para malaria humana, esta acdo tem como objetivo principal
interromper a esquizogonia sanguinea, responsavel pela patogenia e manifestacdes clinicas da
doenca. No entanto, em consequéncia da diversidade de seu ciclo evolutivo, € também
objetivo do tratamento eliminar as formas latentes (hipnozoitos) do parasito no ciclo tecidual
do P. vivax e P. ovale evitando-se, assim, as recaidas tardias. Além disto, a abordagem
terapéutica deste paciente deve também ser capaz de interromper a transmissdo, pelo uso de
drogas que eliminem as formas sexuadas dos parasitos (BRASIL, 2010; CAMARGO et al.,
2009).

Portanto, para o tratamento da malaria humana, o ideal é utilizar medicamentos ou
associacfes medicamentosas que atuem nas varias fases da cadeia de desenvolvimento do
parasito, ou seja, drogas com diferentes mecanismos de acdo, capazes de impedir o
desenvolvimento do parasito no hospedeiro, bem como reduzir as fontes de infeccdo para o
mosquito. O Ministério da Saude (MS) disponibiliza gratuitamente essas drogas em todo o
territorio nacional por meio das unidades do Sistema Unico de Satde (SUS) (BRASIL, 2010;
CAMARGO et al., 2009).

Para o tratamento efetivo da maléria por P. vivax ou P. ovale, as formas assexuadas,

sexuadas e 0s hipnozoitos devem ser eliminados. Para tal, administra-se uma 4-
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aminoquinoleina (Cloroquina para eliminar as duas primeiras formas) associada a uma 8-
aminoquinoleina (Primaquina - destr6i os hipnozoitos) (BRASIL, 2010; DUARTE et al.,
2001).

O tratamento para maléria por P. malariae é feito com drogas do grupo das 4-
aminoquinoleinas (Cloroquina) que destroem tanto as formas assexuadas quanto sexuadas,
apresentando atividade esquizonticida e gametocitocida (BRASIL, 2006). No caso do P.
knowlesi, os casos humanos observados utilizam o mesmo esquema empregado para o P.
malariae, com sucesso terapéutico (LEE et al., 2009; GARCIA, 2010; SABBATINI et al.,
2010).

No tratamento da malaria por P. falciparum ndo-complicado devem ser utilizadas
drogas esquizonticidas sanguineas de acdo rapida, tais como as lactonas sesquiterpénicas
(derivados da Artemisina) em associacdo com drogas do grupo dos quinolinometanois
(Lumefantrina), esquizonticidas que promovem a digestdo de produtos da hemoglobina,
esquema de primeira escolha para o tratamento de maléria por este plasmodio preconizado
pelo MS desde 2006. Vale ressaltar que, em alguns casos (gestantes no primeiro trimestre
gestacional e menores de seis anos), o tratamento deve ser feito pela associacdo de
quinolinometandis (Quinino) a antibidticos (Doxiciclina ou Clindamicina), que sao
esquizonticidas sanguineos de acdo lenta e tm o objetivo de evitar o aparecimento de
recrudescéncias (BRASIL 2010; CAMARGO et al., 2009; GARCIA, 2010).

Apesar das falhas no tratamento antimalarico geralmente serem resultado de
interrupcdes terapéuticas, doses inadequadas, fatores farmacocinéticos ou resisténcia, algumas
infecgBes podem recrudescer mesmo na auséncia destes fatores. Desta maneira, é necessario
que o paciente cumpra as orientagdes recebidas do profissional de salde e siga rigorosamente
a prescricdo estabelecida para que a cura do doente seja completa (WHITE, 1998a; 1998b;
BRASIL, 2010; CAMARGO et al., 2009; GARCIA, 2010).

1.5 MECANISMO DE ACAO DA CLOROQUINA

A Cloroquina (CQ) foi descoberta e sintetizada na Alemanha em 1934 e, um ano
depois, ja utilizada em pacientes com malaria por P. vivax durante a Segunda Guerra Mundial
em consequéncia da auséncia do Quinino. Esta droga rapidamente ganhou popularidade por
ter alta eficécia, seguranca devido sua baixa toxicidade, tolerancia e ser uma droga de baixo
custo para tratamento da malaria por Plasmodium sp. (BAIRD, 2004; CAMARGO et al.,

2009). Esta droga é do grupo das 4-aminoquinoleinas, que tem como representantes a
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Amodiaquina e a CQ, e tem acdo esquizonticida sanguinea para as espécies P. vivax, P.
malariae, P. ovale, P. knowlesi e, no caso do P. falciparum, somente para as cepas ainda
sensiveis a este antimalarico (RIDLEY, 1998).

Embora ainda ndo haja consenso sobre o real mecanismo de acdo da CQ, as hipoOteses
mais provaveis sdo: 1- ligagdo ao DNA do parasito, 2- inibi¢do de enzimas transportadoras de
membrana e/ou acimulo da droga no vacuolo digestivo do parasito. E, dentre essas, a segunda
encontra amparo no fato do vacutolo digestivo ser o sitio de metabolizacdo da hemoglobina
pelo parasito. Pois, o parasito depende do metabolismo da hemoglobina, proteina abundante
na célula hospedeira, para manter seu ciclo metabdlico. Essa molécula é capturada do
citoplasma do eritrocito pela invaginacdo da membrana, constituindo uma vesicula de
transporte e, apos reacdo de catalizacdo no vacuolo digestivo, libera peptideos, que sao fonte
de nutrientes (aminoacidos) para o parasito, além de também serem precursores
(aminoécidos) de moléculas azotadas, como acidos nucléicos, ATP (Adenosina Trifosfato),
NADH (Dinucleétido de nicotinamida e adenina) (PAGOLA et al., 2000).

Portanto, o parasito realiza a digestdo da hemoglobina por acdo de proteases
(falcipaina e plasmopsinas | e Il), para obtencdo de nutrientes e desenvolvimento parasitario
(HAWLEY et al., 1998). O grupamento heme (Il ferroprotoporfirina 1X) formado, que é
altamente tdxico, é liberado como produto dessa atividade. Este grupamento é imediatamente
oxidado em hematina (Il ferroprotoporfirina 1X), dando origem & hemozoina ou pigmento
malarico por meio de uma reacdo de polimerizacdo (SULLIVAN et al., 1996; RIDLEY,
1998) (Figura 2).

HEMOGLOBIN DEGRADATION
PROCESS AND HEMOZOIN
FORMATION

Figura 2 — Processo metabolico de digestdo da hemoglobina, em que o grupo heme (Ferro
protoporfirina 1X) é oxidado a ferro protoporfirina — Fe(l11)PP, estrutura tdxica ao parasita.
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Diante disso, o plasmddio realiza o mecanismo de detoxificacdo, onde a membrana da
vesicula fagocitaria (FV) ou transportadora cria um ambiente lipofilico, possibilitando a
polimerizacdo dos grupos heme, formando um composto inerte, insoldvel e ndo tdxico ao
parasito, denominado de hemozoina ou pigmento malarico (Fonte: PAGOLA et al., 2000).

Dessa maneira, a CQ atuaria sobre os plasmodios ligando-se a hematina, evitando sua
polimerizacdo e mantendo a atividade toxica do metabdlito formado. Assim, desestrutura
membranas e proteinas celulares o que resulta na morte do parasito, ou seja, a acdo
antimalérica da CQ esta relacionada ao acimulo de altas concentragcdes desta droga no
vacuolo digestivo do parasito (BRAY et al., 1998; ZALIS, 2000; CAMARGO et al., 2009)
(Figura 3).
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Figura 3 — Mecanismo de acdo da CQ no vacutolo digestivo do P. falciparum, pela ligacdo a
hematina, impedindo sua polimerizagcdo e destruindo o parasito (Fonte: PAGOLA et al.,
2000).

1.6 GENOMA DO Plasmodium falciparum

A organizacdo do material genético do Plasmodium spp. é constituida por trés
genomas: 1- genoma mitocondrial que possui 6 Kb (quilobases) e contém o0s genes que
codificam as proteinas responsaveis pelo transporte de elétrons, 2- genoma circular plasmidial
gue possui 35 Kb e compreende os genes que codificam RNAr, RNAt e as proteinas
ribossomais e 3- genoma nuclear, que abriga a maioria dos genes, muitos deles envolvidos na

resisténcia aos antimalaricos (Figura 4).
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Figura 4 - Esquema ilustrativo do genoma do P. falciparum: A- 14 cromossomos nucleares,
B- DNA extracromossomico de 6 Kb e C- DNA extracromossdmico de 35 Kb (Fonte:
WILSON et al., 1989).

Os plasmodios sé@o eucariontes inferiores, haploides na grande parte de ciclo evolutivo
e com uma fase dipléide no vetor anofelino (KEMP et al., 1990; GARDNER et al., 2002).

Um consorcio denominado de Projeto Genoma da Malaria (MGP) foi criado em 1995
para sequenciar o genoma do P. falciparum (clone 3D7 — sensivel a Cloroquina e
Pirimetamina). Ainda nesse mesmo ano, 0 genoma da mitocéndria do parasito foi divulgado
e, no ano seguinte, o do plastideo, bem como a sequéncia do primeiro cromossomo nuclear

(cromossomo 2), que contém aproximadamente 223 genes. Ja a sequéncia do cromossomo 3
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contendo 239 genes foi relatada no ano de 1999 e todo o genoma em 2002 (BOWMAN et al.,
1999).

O cariotipo do P. falciparum é constituido por 14 cromossomos de 2.5 a 3.0 x 10’
pares de bases de DNA (Acido Desoxiribonucleico). O genoma nuclear hapléide do P.
falciparum possui 23 Mb (megabases) e aproximadamente 5.400 genes localizados e
distribuidos nestes 14 cromossomos lineares que variam de 0.65 a 3.4 Mb. Geralmente, um
gene estd localizado e é encontrado a cada 3 a 5 Kb dentro de um cromossomo de P.
falciparum. Embora a grande parte destes genes seja continua, 0s introns possuem sitios de
splicing caracteristicos de eucariontos e comprimento < 1 Kb, enquanto os éxons podem
apresentar tamanhos varidveis (GARDNER et al., 2002).

Em relacdo aos cromossomos 2 e 3, 0s primeiros a serem sequenciados e gue juntos
correspondem a 7% do genoma do P. falciparum, observou-se que ha muitos genes no
cromossomo 2 que codificam proteinas encontradas na superficie dos merozoitos e antigenos
ricos em sequéncias com repeticbes de Serina. Além disso, ha genes codificadores de
antigenos da superficie do eritrécito infectado, como os das familias var e rifin, que séo
encontrados proximos aos telébmeros em ambos 0s cromossomos, onde cada telémero é
flanqueado por um gene var e muitos membros da familia rifin. Como os genes var e rifin
estdo localizados préximo um do outro, sugere-se que eles sejam co-expressos e co-regulados.
Estima-se que o0s genes var, 0s quais representam uma familia poligénica com 40 a 50
elementos que codificam a proteina PfEMP-1 (Proteina 1 da Membrana do Eritrécito),
estejam distribuidos nos 14 cromossomos do parasito. No entanto, 0s genes var ndo estdo
distribuidos de forma uniforme no genoma, pois 0s cromossomos 4, 7 e 12 abrigam maior
quantidade desses genes do que os outros. Em relacdo ao rifin, hd 200 genes desta familia no
genoma, 0 que a torna a maior familia genética em P. falciparum (GARDNER et al., 2002;
HALL et al., 2002).

Além dessas familias, Bowman et al. (1999) também relataram a presenca dos genes
clag (gene assexuado associado a citoaderéncia) e CTP (Proteina Conservada do Telémero)
localizados em regides subteloméricas no cromossomo 3. A funcdo dos genes clag ainda é
discutivel. Sabe-se, todavia, que 0s produtos desse gene devem ser expressos na superficie da
hemacia infectada e teriam funcao bioldgica.

Quanto as sequéncias dos cromossomos 1, 3 a 9 e 13, estas equivalem a mais de 50%
do genoma do P. falciparum e possuem elementos altamente conservados nas regides
intergénicas. Em relagcdo ao nimero de genes encontrados, observou-se 143 no cromossomo

1, em torno de 290 em cada um dos cromossomos 3 a 9 e 672 no cromossomo 13. Com
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excecdo do cromossomo 4, pequena proporcdo desses genes estd relacionada com 0s
processos de invasdo ou adesdo a célula hospedeira. A importancia da localizacdo fisica e
funcdo desses genes necessita de estudos para avaliar os padrbes de expressao bem como a
localizagdo celular (HALL et al., 2002).

J& em relacdo aos cromossomos 10, 11 e 14, estes correspondem a aproximadamente
30% do genoma de P. falciparum e apresentam estrutura semelhante a observada nos outros
onze cromossomos, exemplo disso é o contetdo nucleotidico rico em A+T. Sequéncias
subteloméricas conservadas foram também observadas nos cromossomos 10 e 11. Porém,
muitos desses elementos foram deletados em ambas as extremidades do cromossomo 14.
Nessa regido deste cromossomo, observou-se a presenca de elementos repetidos ligados
diretamente aos genes var, além de outros elementos como os TARE-2 e 3 (Elementos
Repetidos Associados ao Telémero). Anotacbes génicas desses cromossomos revelaram
quatro proteinas (PF10_0047, PF10_0217, PF11 0200, PF14 0656) com similaridade as
proteinas SR, uma familia de fatores de splicing que contém dominios de ligacdo ao RNA e
ricos em residuos de Serina e Arginina. Vale ressaltar que trés proteinas SR também foram
identificadas nos cromossomos 5 e 13 (PFE0160c, PFE0865¢c, MAL13PL120) (GARDNER et
al., 2002).

Como citado anteriormente, alem dessas estruturas nucleares h4 um genoma linear de
seis Kb que é formado por sequéncias repetidas em tandem. Esse genoma é responsavel por
codificar os genes da subunidade | da enzima citocromo oxidase, do citocromo b e também de
fragmentos de rRNA (Acido Ribonucléico) nas espécies P. yoelli, Landau & Killick-
Kendrick, 1966 e P. gallinaceum, Brumpt, 1935, o que sugere a origem mitocondrial desse
elemento de DNA presente no citoplasma do parasito. Outro elemento extracromossémico se
refere a um genoma circular de 35 Kb de comprimento, baixo nimero de cépias e origem
exclusivamente materna. Este elemento esta presente em todas as espécies de plasmaodios.
Quanto as suas funcbes e localizacdo, esses aspectos ainda ndo estdo completamente
esclarecidos. Todavia, sabe-se que esse elemento codifica duas subunidades da enzima RNA
polimerase semelhante as encontradas em outros eucariotos, rpoB e rpoC (genes B e C da
RNA polimerase relacionados ao cloroplasto). Além disso, a semelhanca com o material
genético do cloroplasto sugere que esse elemento € oriundo dessa organela vegetal, apesar do
tamanho reduzido (WILSON et al., 1989).

Portanto, o genoma do P. falciparum é altamente polimorfico, o conteddo nucleotidico
é rico em A+T (82%) nas regides intergénicas, além de Polimorfismos de Base Unica (SNPs)
e Microssatelites de DNA (MEYER et al., 2002).
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Os SNPs sdo mutacbes de um Uanico nucleotideo ou base nitrogenada que
correspondem as alteragdes mais elementares da molécula de DNA. O tipo de mutacdo mais
comum é representado pelas transi¢des, onde acontecem as trocas de uma base purica por
outra purica (exemplo: A — G) ou de uma pirimidica por outra pirimidica (exemplo: C — T).
J& as transvers@es, caracterizadas por trocas de uma purina por pirimidina e vice-versa
(exemplos: C/T — A/G), sdo eventos menos frequentes. Geralmente, os SNPs sdo marcadores
bi-alélicos, isto é, sdo encontrados apenas dois variantes e a maioria € encontrada em regides
intergénicas ou sem funcdo ainda definida, embora possam ocorrer em regides codificadoras
ou com funcéo regulatoria (MEYER et al., 2002).

J& os Microssatélites sdo repeticdes aleatorias de bases de DNA distribuidos por todo o
genoma e fisicamente préximos de genes, como 0s que conferem resisténcia a medicamentos.
Esses marcadores contém repeticGes em série de motivos (conservados ou degenerados) que
variam de 2 a 6 nucleotideos, cujos alelos se diferenciam por varia¢des no tamanho total do
Microssatélite. A variacdo alélica é em consequéncia de crossing over desigual durante a
meiose e, sobretudo, pelo deslizamento da enzima DNA polimerase durante a replicacdo do
DNA (ANDERSON & ROPER, 2005).

Os Microssatélites constituem regides instaveis do genoma que estdo sob impacto de
alteracbes mutacionais, com frequéncia maior que a observada nas sequéncias de cOpia Unica.
Esta instabilidade caracteristica desses marcadores faz com que sejam regides altamente
polimorficas, além de serem polialélicos, neutros em termos evolutivos e de distribuicéo
ampla no genoma. Estes fatos fazem com que os Microssatélites sejam amplamente utilizados
como marcadores em estudos de populacBes e mapeamento genético. Assim, por meio do
estudo de loci de Microssatélites que estdo fisicamente proximos de genes que conferem
resisténcia a drogas é possivel se investigar a origem e propagacdo dos fenémenos de
resisténcia. No genoma do P. falciparum, encontra-se um Microssatélite a cada 1.000 pb
(pares de bases), em média, com distribuicdo heterogénea ao longo do genoma, totalizando
507 marcadores (ANDERSON et al, 1999).

Identificar as fungdes de genes individuais e suas interacdes representa um grande
desafio. Em relacdo as regiGes subteloméricas dos cromossomos, sabe-se que estas
concentram o0s genes envolvidos na variagdo antigénica. Ja quando comparadas as
informagdes do genoma do P. falciparum com as de outros eucariontes, nota-se que codifica
poucas enzimas e proteinas transportadoras. No entanto, grande percentual dos genes desse
agente bioldgico esta envolvido nos processos de escape da resposta imune e na interacao

parasito-hospedeiro, que poderdo fornecer informacgdes sobre as principais vias metabdlicas
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do parasito para que novos medicamentos eficazes e vacinas possam ser desenvolvidos (MU
et al., 2003).

Quanto aos genes relacionados ao fendtipo de resisténcia aos antimalaricos, a
identificacdo de alelos especificos como causa do fendtipo de resisténcia pode fornecer dados
sobre marcadores moleculares cruciais para determinar a frequéncia de parasitos resistentes
aos antimalaricos em muitas areas. Porém, enquanto alelos de alguns genes tém sido
correlacionados diretamente ao fendmeno da resisténcia, o papel de outros genes candidatos
ainda precisa ser esclarecido, o que torna a vigilancia molecular da resisténcia do P.
falciparum aos antimaléricos imprescindivel para assegurar a eficécia e sustentabilidade das
estratégias de controle da malaria (MACHADO, 2001; ANDERSON & ROPER, 2005).

1.7 RESISTENCIA DOS PLASMODIOS AOS ANTIMALARICOS

A resisténcia in vivo é definida pela Organizacdo Mundial de Saude — OMS como:
“Capacidade que uma dada populagdo de parasitos tem para se multiplicar ou sobreviver, na
presenca de concentracOes de farmaco que, habitualmente, destruiriam os parasitos da mesma
espécie ou impediriam a sua multiplicacdo”. Quando esta definicao foi elaborada, ainda nao
havia 0s ensaios para cultivo in vitro de P. falciparum nem a técnica de Cromatografia
Liquida de Alta Resolucdo (HPLC), e os conhecimentos advindos da area da Biologia
Molecular estavam iniciando como ciéncia. Por estes fatores, o conceito de resisténcia foi
baseado em evidéncias clinicas (WHO, 1973).

A confirmacdo da existéncia de resisténcia do Plasmodium sp. a um antimalarico é
necessaria a demonstracdo de que 0s parasitos sdo recrudescentes em um paciente que,
comprovadamente, fez uso de tratamento recente e que a concentragdo sanguinea eficaz do
farmaco ou de seus metabdlitos biologicamente ativos foi mantida por, a0 menos, quatro
ciclos parasitarios (WHITE, 1998b; WHO, 2005; LAUFER, 2009). Desta maneira, 0s
resultados de testes in vitro e a presenca de mutacdes em genes relacionados a resisténcia a
um antimalarico representam indicadores adicionais ou complementares de resisténcia (WHO,
2005).

A resisténcia e falha terapéutica sdo consideradas fendmenos distintos. Falha
terapéutica representa auséncia da resolucdo de manifestacdes clinicas apds tratamento com
um dado antimalarico. Varios elementos podem influenciar este fenbmeno, como: dosagem
incorreta, ndo aderéncia do individuo ao tratamento (posologia, duracdo do tratamento, etc.),

qualidade do farmaco, interacBes farmacoldgicas, variacBes interindividuais na
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farmacocinética do medicamento (exemplo: baixa absorcdo ou rapida eliminacdo) e
insuficiente ou fraca biotransformacdo das pro-drogas devido a caracteristicas
farmacogenéticas (WHO, 2005).

Em relacdo a resisténcia, definida como a capacidade do parasito em resistir aos
efeitos de um medicamento que normalmente € eficaz contra esse agente etioldgico, constitui
um fendmeno de maior complexidade que falha terapéutica, no qual o surgimento é
influenciado por fatores relacionados ao parasito, ao hospedeiro, ao vetor e ao farmaco
(WHO, 2001). Diante deste contexto, a multiresisténcia a antimalaricos faz referéncia ao
fendtipo de resisténcia a dois ou mais farmacos, fato que tem sido observado, em especial, em
P. falciparum. Este fen6tipo pode acontecer em simultdneo ou como resultado de resisténcia
cruzada. A resisténcia a varios antimalaricos em simultaneo resulta da utilizacdo frequente e
simultanea dos mesmos, causando uma pressdo seletiva que resulta no aparecimento de
multirresisténcia. J& a resisténcia cruzada entre antimalaricos esta relacionada aos aspectos
comuns de seus mecanismos de agéo (fatores farmacodinamicos), bem como aos mecanismos
de resisténcia que estdo correlacionados (LE BRAS & DURAND, 2003).

1.8 METODOS PARA DETECCAO E VIGILANCIA DA RESISTENCIA DO P. falciparum
AOS ANTIMALARICOS

A partir da deteccéo e vigilancia da resisténcia do P. falciparum aos antimaléricos,
certos métodos foram adotados, tais como: i) avaliar uma resposta in vivo; posteriormente ii)
introducdo dos ensaios in vitro; e, por fim; iii) a inclusdo de marcadores moleculares de
resisténcia. Com isso, tornou-se capaz de detectar e monitorar a resisténcia aos antimalaricos
e, assim, constituir ferramentas cruciais para avaliar a prevaléncia e distribuicdo de maléria
resistente a drogas (NOEDL et al., 2002; NOGUEIRA & ROSARIO, 2010). Em seguida, sera

feita uma explanacdo mais criteriosa sobre cada um deles.

1.8.1 Ensaios in vivo

O metodo in vivo € um teste de avaliacdo da eficacia terapéutica, ou seja, faz uma
analise da resposta do P. falciparum aos antimalaricos no individuo infectado. Em 1965, apds
a descoberta dos primeiros casos de resisténcia desta espécie a CQ, foram feitos os primeiros
testes in vivo. A Organizacdo Mundial de Saude definiu a seguinte classificacdo de resisténcia

in vivo: RI (Resisténcia nivel 1), RIl (Resisténcia nivel 11), RI1I (Resisténcia nivel I1l) e S
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(Sensibilidade), de acordo com o periodo de tempo entre o desaparecimento dos parasitos
apos a intervencao terapéutica e a recrudescéncia (WHO, 1973).

Em 2003, tal classificacdo foi modificada e reagrupada pela OMS (2006) nos
seguintes perfis de resposta:

1) ETF (Falha Terapéutica Precoce) — agravamento ou persisténcia de manifestagdes
clinicas com parasitemia no periodo de 3 (trés) dias depois do tratamento;

2) LTF (Falha Terapéutica Tardia) — reaparecimento das manifestacGes clinicas com
parasitemia detectada no intervalo entre o 4° dia e o 28° dia apds o tratamento; e,

3) ACR (Resposta Clinica Adequada) — auséncia de parasitemia ou de manifestacGes
clinicas no 28° dia ap0s o inicio do tratamento. (WHO, 2006)

O teste in vivo ndo é por si s6 suficiente para confirmar a resisténcia, pois necessitam
de meétodos adequados para diferenciar reinfeccbes de falhas clinicas e possuem a
desvantagem de serem caros e laboriosos (NOEDL et al., 2002; WHO, 2006).

1.8.2 Ensaios in vitro

Os testes in vitro sdo bastante utilizados para medir a suscetibilidade intrinseca do P.
falciparum aos antimalaricos, onde fornecem informacbes complementares aos testes de
suscetibilidade a droga in vivo, sobretudo, quando comparam varia¢es temporais e espaciais
da suscetibilidade do Plasmodium sp. aos antimalaricos (LABBE et al., 2001; NOEDL et al.,
2002).

Quatro sdao os métodos possiveis de avaliagbes in vitro para determinacdo da
suscetibilidade aos antimalaricos.

1) microteste — desenvolvido pela OMS, baseia-se na avaliacdo do crescimento
parasitario pela maturacdo de trofozoito jovem a esquizonte viavel e leitura por microscopia
optica. E muito Gtil em inquéritos epidemioldgicos, porém é um método laborioso e néo é til
para avaliaces de antimalaricos em larga escala (WHO, 1997);

2) isotopicos - avaliam o0s processos metabolicos do parasito em cultivo de curto ou
longo tempo e tem como principio a incorporagdo pelos parasitos de hipoxantina marcada
radioativamente. Contudo, a principal limitacdo se deve a utilizacdo de radioisétopos, o que
eleva o custo deste metodo e dificulta a utilizacdo no campo, devido necessitar de
equipamentos e reagentes especificos (DESJARDINS et al., 1979);

3) colorimétricos — baseia-se na deteccdo e aferi¢do de proteinas do parasito, como por

exemplo as HRP2 (Protéina 2 Rica em Histidina de P. falciparum) e LDH (Lactato
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Desidrogenase de Plasmodium sp.). No entanto, a principal limitagdo se deve ao custo desse
método e dificuldade para uso em campo, devido necessitar de equipamentos e reagentes
especificos (NOEDL et al., 2002);

4) o SYBR Green | — baseia-se na fluorescéncia que esta molécula emite quando se
intercala nas cadeias de DNA dos parasitos. Porém, é um procedimento molecular de custo
elevado e inviavel para adocdo na realidade de campo, devido a necessidade de assegurar
infraestrutura laboratorial, além de equipamentos e insumos especificos (BENNETT et al.,
2004).

Dentre esses testes, os mais usados sdo 0s ensaios de maturacdo de esquizontes da
OMS e o Isotopico. Porém, outros testes de avaliacdo da sensibilidade in vitro dos plasmédios
aos antimalaricos tém emergido. Como exemplo, ha os ensaios baseados na producdo da
HRP2! ou da enzima pLDH? (DRUILHE et al., 2001; NOEDL et al., 2002; NOGUEIRA &
DO ROSARIO, 2010).

A importancia da utilizagdo dos ensaios in vitro para a vigilancia fundamenta-se na
possibilidade de realizar analises de variacfes temporais e espaciais da suscetibilidade dos
plasmddios a diferentes antimalaricos, baseadas na comparacdo das concentracdes do farmaco
capazes de inibir o crescimento do parasito®. Assim, usando esta ferramenta, é possivel
monitorar a emergéncia e/ou as variagdes da resisténcia, independente da correlagdo precisa
com as respostas de eficacia terapéutica (NOEDL et al., 2002; BASCO, 2007).

1.8.3 Marcadores Moleculares

L A HRP2 é uma proteina rica em histidina e alanina, expressa por trofozoitas e gametdcitos imaturos de P.
falciparum. Esta proteina é secretada ativamente no sangue, como antigeno sollvel em &gua, mesmo durante o
desaparecimento das hemécias infectadas nos vasos sanguineos. Este longo tempo de meia-vida associado a
persisténcia desta proteina mesmo em pacientes tratados com sucesso, limitam a utilizagdo da HRP2 para
monitoramento da eficacia terapéutica. Entretanto, para testes de suscetibilidade in vitro, a estabilidade desta
proteina ¢ uma grande vantagem. Porém, o fator limitador é que se trata de proteina secretada e liberada
especificamente pelo P. falciparum (NOEDL et al., 2002; NOGUEIRA & DO ROSARIO, 2010).

2 A pLDH é uma enzima glicolitica produzida pelas formas sexuadas e assexuadas do parasito e é expressa em
niveis elevados no estagio eritrocitico, sendo uma das primeiras enzimas plasmodiais relatadas como distintas
eletroforeticamente, imunologicamente e cineticamente daquelas do hospedeiro, podendo ser usada como
indicador da presenca do plasmddio e do crescimento parasitario (SHERMAN, 1961). Produzida apenas por
parasitos vivos, onde, os niveis de pLDH estdo associados & densidade parasitaria e demonstra um rapido
decréscimo com o inicio da terapéutica, 0 que a torna um bom marcador para seguimento de infeccao ativa.
Diferencia P. falciparum de outras espécies de Plasmodium devido as diferencas antigénicas entre as isoformas
da pLDH (PIPER et al., 1999; DRUILHE et al., 2001; NOEDL et al., 2003; NOGUEIRA & DO ROSARIO,
2010).

3 Determinacdo do IC50 - Concentragdo Inibitéria para o crescimento de 50% dos parasitos ou 1C90 -
Concentracdo Inibitéria para o crescimento de 90% dos parasitos.



28

Os marcadores moleculares permitem uma abordagem racional do genoétipo de resisténcia a
multidrogas em areas endémicas (MAGUIRE et al., 2001). Como exemplo: a) pfdhfr e
pfdhps, onde mutacdes pontuais conferem resisténcia a inibidores da dihidrofolato redutase e
a dihidropteroato sintetase, relacionados as drogas Pirimetamina e Sulfadoxina,
respectivamente (COWMAN et al., 1988; BROOKS et al., 1994; OSMAN et al., 2006); b) o
gene citocromo b, no qual a mutagcdo pontual Y268S pode ser rapidamente selecionada pela
monoterapia com Atavaquona (KORSINCZKY et al., 2000); c) os homdlogos do gene de
resisténcia multipla a drogas (mdr) denominados de pfmdrl e pfmdr2, os quais codificam P-
glicoproteinas da familia de transportadores ABC (FOOTE et al., 1989; WILSON et al.,
1989; ZALIS et al., 1993; POVOA et al., 1998); d) o pfcrt, que possui mutagdes pontuais
especificas associadas com resisténcia a CQ (FIDOCK et al., 2000; OSMAN et al., 2006);
além de outros transportadores que podem estar envolvidos no gendétipo de resisténcia desta

espécie de plasmaddio aos compostos quinoléicos (MU et al., 2003).

Genes ortologos ao pfdhfr, pfcrt e ao pfmdrl vem sendo descritos em P. vivax
denominados de pvdhfr, pvcgl10 e pvmdrl respectivamente. Em relacdo ao primeiro, mutacdes
pontuais foram também associadas com resisténcia a inibidores da dihidrofolato redutase,
porém no caso do pvcglO e pvmdrl, nenhuma mutacdo especifica foi associada com
resisténcia a CQ (CQR) (ELDIN DE PECOULAS et al., 1998; NOMURA et al., 2001; SA et
al., 2005).

Os mecanismos moleculares de resisténcia parasitaria € ferramenta importante para o
controle da maléria, pois: a) viabiliza a identificagdo racional de novos alvos terapéuticos; e
também, b) permitir o desenvolvimento de novos métodos de deteccdo e identificacdo da
resisténcia aos antimalaricos por individuo, considerando-se que ha correlacdo entre uma
determinada mutacdo ou mutacOes devidamente caracterizadas e a resisténcia a um
determinado antimalarico (MAGUIRE et al., 2001; WINZELER, 2008).

A deteccdo de mutagdes dos parasitos diretamente associados a resisténcia, possui
vantagens como:

1° - necessidade de apenas uma aliquota da amostra de sangue infectado do paciente
para o estudo molecular;

2° - ndo sofre influéncias de fatores ambientais e do hospedeiro;

3° - permite que varios testes sejam realizados em menos tempo (MEYER et al., 2002;
FIDOCK et al., 2008).
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A implementacdo de marcadores moleculares como métodos de avaliacdo da
resisténcia depende do conhecimento prévio e adequado dos mecanismos genéticos de
resisténcia para cada farmaco em analise.

Diante desse panorama da resisténcia dos plasmodios aos antimalaricos, em 1998, os
paises que compde a regido Amazodnica (Bolivia, Brasil, Colémbia, Equador, Guiana, Peru,
Suriname e Venezuela), com o apoio da Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS),
iniciaram um trabalho para padronizar as metodologias para registrar a magnitude deste
problema, promover mudancas nas politicas de medicamentos e, assim, integrar acdes
conjuntas entre os paises. Esta iniciativa culminou com a criacdo da Rede de Vigilancia da
Resisténcia aos Antimaléricos — Iniciativa Amazénia (RAVREDA - AMI) em 2001, que tem
como objetivo principal juntar esforcos para retroceder a malaria na regido das Américas
(SIBLEY et al., 2007).

1.9 MECANISMOS MOLECULARES ASSOCIADOS A EVOLUC}AO DA RESISTENCIA
DO P. falciparum A CLOROQUINA

O fenotipo de resisténcia ocorre, em geral, em consequéncia de mutacdes espontaneas
que contribuem para uma diminuicdo na sensibilidade a um determinado farmaco. Como estas
mutacdes ndo sdo deletérias a sobrevivéncia do parasito, a pressao seletiva devido a utilizacéo
de certa droga leva a eliminacdo das populacGes sensiveis e favorece a sobrevivéncia de
parasitos resistentes (THAITHONG et al., 1992; ANDERSON & ROPER, 2005). Dentre 0s
mecanismos basicos de resisténcia, ao menos dois ja foram descritos em populacGes de P.
falciparum, sdo eles a modificacdo na afinidade de ligacdo de enzimas dos parasitos e 0
transporte alterado das drogas aos seus sitios de acdo (FLUECK et al., 2000; ANDERSON et
al., 2011).

Embora os mecanismos moleculares de desenvolvimento de resisténcia aos compostos
quinoléicos, em especial a Cloroquina (CQ), o medicamento menos dispendioso e 0 mais
seguro contra a malaria, ainda ndo estejam completamente esclarecidos, muitos genes
candidatos tém sido identificados como associados ao genotipo de resisténcia do P.
falciparum (BRAY et al., 2005; COOPER et al., 2005; OSMAN et al., 2006). No entanto,
apenas alguns polimorfismos desses genes sdo capazes de fornecer dados informativos sobre
resisténcia as drogas antimalaricas.

Em relacdo a esse farmaco, é de conhecimento que 0s parasitos resistentes acumulam

menor quantidade de CQ no vacuolo digestivo que as sensiveis, indicando que a resisténcia
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pode ser consequéncia de uma diminui¢do deste acumulo (GEARY et al., 1986a; 1986b;
SANCHEZ et al., 1997; WUNSCH et al., 1998) ou ao aumento do seu efluxo (KROGSTAD
etal., 1987; WELLEMS et al., 1990). Dois genes, pfmdrl e pfcrt, tém sido propostos como 0s
principais moduladores da resisténcia a CQ no P. falciparum, ambos codificam produtos (as
proteinas PfCRT e Pgh1l, respectivamente) localizados na membrana do vacuolo digestivo do
parasito (MEYER et al., 2002; CRAVO et al., 2006; ROEPE, 2009).

Em 1989, dois homoélogos do gene de resisténcia maultipla a drogas (mdr) foram
identificados e denominados de pfmdrl e pfmdr2 localizados, respectivamente, nos
cromossomos 5 e 14 do P. falciparum (WILSON et al., 1989; GOMEZ-SALADIN et al.,
1999). As proteinas codificadas por estes homdélogos sdo designadas de: P-glicoproteina
homologa 1 (Pghl) que estd localizada na membrana do vacuolo digestivo do parasito e
encontrada nos estagios sanguineos do P. falciparum (RUBIO & COWMAN, 1994) e P-
glicoproteina homologa 2 (Pgh-2), também situada nesta mesma membrana do protozoario,
expressa somente por trofozoitos (WILSON et al., 1989; ZALIS et al., 1993).

Apesar de alguns estudos demonstrarem que ndo ha associacdo entre fenotipo de
resisténcia a CQ e pontos de mutacdo no gene pfmdrl (HARUKI et al., 1994; BASCO &
RINGWALD, 1997; MCCUTCHEON et al., 1999; FLUECK et al., 2000), ha evidéncias do
papel do gene pfmdrl e resisténcia do P. falciparum a CQ (ZALIS et al., 1998; REED et al.,
2000; PRICE et al., 2004; VIANA et al., 2006). Polimorfismo no codon ~"86™" tem sido
relacionado com resisténcia a CQ em isolados de P. falciparum na Nigéria (ADAGU et al.,
1995), Guine Bissau (ADAGU et al., 1996) e Malasia (COX-SINGH et al., 1995). Por outro
lado, tem sido demonstrada a associagdo de polimorfismo nos codons 110424 g AP1246™"
do gene pfmdrl com resisténcia in vitro & CQ e a auséncia de mutacéo no codon ~"86™" em
amostras da América do Sul (ADAGU & WARHURST; 1999a; 1999b; LOPES et al., 2002;
VIANA et al., 2006).

Desse modo, os estudos citados acima sugerem que o pfmdrl pode desempenhar um
papel importante, porém secundario na resisténcia a CQ, sendo esta determinada por outro
gene ou genes, vez que, a andlise detalhada da progene do cruzamento entre HB3 (clone
sensivel a CQ) X Dd2 (clone resistente a CQ) mostrou que o principal gene associado a
resisténcia se encontrava no cromossomo 7 (WELLEMS et al., 1991).

Diante disso, o estudo de marcadores moleculares de resisténcia do P. falciparum a
CQ se direcionou para o polimorfismo da proteina codificada pelo gene pfcrt (P. falciparum
resistente a CQ relacionado ao transporte da droga) que contém 13 éxons e esta localizado no
cromossomo 7 do parasito (ROEPE, 2009; BHARTI et al., 2010; GAMA et al., 2011).
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O gene pfcrt apresenta entre seis a oito mutagdes pontuais que podem modular os
niveis de suscetibilidade a CQ e ja foram associadas com resisténcia in vitro a esta droga em
isolados de P. falciparum da Africa, sudeste da Asia e América do Sul. Em termos de
marcadores moleculares de resisténcia, ressalta-se que uma mutacéo, a substituicdo de lisina
(K) por treonina (T) na posi¢do 76 (K76T) foi encontrada em todas as amostras resistentes a
CQ analisadas em ensaios in vitro e in vivo (VIANA et al., 2006; BHARTI et al., 2010;
GAMA et al., 2011) (Figura 5).

T152A P2TSLE 099

Figura 5 - Estrutura predita da proteina PFCRT, com énfase as dez alfa-hélices
transmembranas e citacGes em negrito das posi¢es de mutacdes frequentemente associadas a
resisténcia do P. falciparum a CQ (Fonte: Adaptado de Adagu & Warhurst, 2001).

InvestigacOes realizadas para monitorar as frequéncias de alelos resistentes a CQ ao
longo do tempo demonstraram que apds um periodo de dez anos de retirada ou substitui¢do da
droga, 0s gendtipos resistentes a CQ em Malawi e na China (KUBLIN et al., 2003; WANG et
al., 2005; LAUFER et al., 2006), bem como aqueles resistentes a Sulfadoxina-Pirimetamina
(SP) na Amazonia Peruana (ZHOU et al., 2008) declinaram. Razdo plausivel para a redugédo
na frequéncia de parasitos resistentes observada pelos estudos acima citados pode estar
relacionada ao fato de que populacOes de parasitos resistentes estavam em desvantagem
seletiva na auséncia de pressdo da droga. Apesar desse declinio observado nas areas acima
citadas, alelos do gene pfcrt relacionados a resisténcia a CQ, assim como 0s associados a
resisténcia do P. falciparum a SP, permaneceram fixados apds longo tempo de retirada desses
esquemas terapéuticos em estudos conduzidos no Cambodia (KHIM et al., 2005) e na
Venezuela (CONTRERAS et al., 2002; MCCOLLUM et al., 2007).
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Por outro lado, estudos desenvolvidos por Pelleau et al. (2015) e Petersen et. al.
(2015) com amostras oriundas da Guiana Francesa demonstrou que, ap6s um periodo 17 anos
de auséncia de uso de CQ para tratamento da malaria nesse pais, 0s parasitos perderam a
resisténcia a esta droga, embora a mutacdo K76T no gene pfcrt permanecesse fixada na
populacdo de parasitos circulantes. Este fendmeno foi atribuido, exclusivamente, a aquisi¢éo
de uma substituicdo de cisteina (C) por um uma arginina (R) na posi¢do 350 (C350R) no gene
pfcrt. Ademais, esta mesma substituicdo adicional gerou resisténcia a Piperaquina, uma
bisquinolina que tem um tempo de meia-vida prolongado e vem demonstrando ser altamente
ativa frente as cepas de P. falciparum e P. vivax resistentes & CQ no continente asiatico, além
de eficacia, seguranca, tolerabilidade e baixo custo comparado com a combinacdo de
Artesunato — Mefloquina. (SMITHUIS et al., 2006; KATRAK et al., 2009)

A analise da sequéncia de todo o genoma (whole genome sequence) e estudo de
associacao gendémica em isolados coletados de pacientes infectados com maléria comprovou
que a mutagdo C350R foi o Unico achado associado com a suscetibilidade a CQ. Ademais, a
cepa de referéncia 7G8 (clone de P. falciparum resistente a CQ procedente do Brasil) clonada
para incorporar a mutacdo C350R demonstrou uma reducdo de 24 vezes de resisténcia a CQ
(P <0,0001). Outras analises demonstraram que a mutacdo C350R surgiu em 2002 e
rapidamente aumentou de 2,7% para 58% em 2012 na populacdo P. falciparum procedente da
Guiana Francesa. (PELLEAU et al., 2015)

Portanto, esta reversdo fenotipica foi causada pela aquisicdo de uma Unica mutacédo
que aboliu a resisténcia, ao contrario da situacdo alternativa em que o gene de tipo selvagem
original reemerge na populacdo de parasitos. Na realidade, os estudos na Guiana Francesa
revelaram que o alelo selvagem do gene pfcrt foi drasticamente reduzido da populacdo de
parasitos, e que a pequena percentagem de parasitos remanescentes com o haplétipo original
importado de outras regides ndo foi suficiente para ganhar uma posicdo na Guiana Francesa
durante o periodo em que o tratamento com CQ tratamento foi abandonado nessa area
(PELLEAU et al., 2015).

Os achados observados em populagbes de P. falciparum da Guiana Francesa tem
reflexos diretos para a compreensdo da evolugcdo da resisténcia a drogas em areas de baixa
endemicidade, como € a situacdo do Brasil, onde alelos de resisténcia a multidrogas ja estdo
alcangando a fixagdo, um cenario que vai se tornar cada vez mais evidente em decorréncia,
sobretudo, das estratégias de controle efetivo da malaria no pais, o que vem reduzindo
gradualmente o numero de casos de malaria ao longo dos Gltimos cinco anos (PELLEAU et
al., 2015; BRASIL, 2016).
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Dessa forma, € de extrema importancia a vigilancia dos genotipos relacionados a
resisténcia do P. falciparum as drogas antimaléricas em determinada area para observacdo da
evolucdo desse fendmeno ao longo do tempo. Pois, na auséncia de tal vigilancia, torna-se
dificil compreender se as mudancas adotadas na politica de tratamento para malaria em
determinado pais, realmente alteraram o perfil de parasitos resistentes aos medicamentos

empregados para fins terapéuticos.

1.10 ORIGEM E DISPERSAO DA RESISTENCIA DO P. falciparum A CLOROQUINA

O fato do aparecimento simultaneo da resisténcia & CQ no sudeste Asiatico e na
América do Sul sugeriu, ao menos, duas origens ou foci independentes para a resisténcia a
esta droga (PAYNE, 1987; FIDOCK et al., 2000; ZALIS, 2000).

Apds esses primeiros indicios, transcorreram 17 anos entre a ocorréncia da resisténcia
na Asia e o aparecimento dos primeiros casos na Africa. Em seguida, a resisténcia a CQ se
propagou rapidamente em cada um desses continentes, de forma ininterrupta (PAYNE, 1987,
FIDOCK et al., 2000; ZALIS, 2000; WHITE, 2004; GREENWOLD et al., 2008;
CAMPBELL, 2009).

Anélises de mutagdes pontuais associadas aos marcadores de microssatélites préximos
ao gene pfcrt no cromossomo 7 do P. falciparum vém possibilitando um cenério
pormenorizado da evolucdo da resisténcia. As mutagdes pontuais neste gene ja demonstraram,
ao menos, seis origens independentes dos alelos de resisténcia. Estas incluem uma origem
Unica para o sudeste da Asia e Africa, duas independentes na América do Sul, uma em Papua
Nova Guiné, outra na regido do Pacifico Sul e origem adicional na Melanésia. Todas as
amostras analisadas apresentavam alelos com a mutacdo K76T, sugerida como crucial para a
resisténcia a CQ (FIDOCK et al., 2000; ANDERSON & ROPER, 2005; HAYTON & SU,
2008; ZHOU et al., 2008; BACON et al., 2009; SA et al., 2009; VALDERRAMOS et al.,
2010).

Os dados do gene pfcrt de amostras oriundas dessas areas também forneceram
evidéncias diretas do papel da migracéo de popula¢des do parasito na disseminagéo dos alelos
resistentes. Este dado é corroborado por estudos que observaram que a substituicdo da CQ
como medicamento de primeira escolha na Africa foi resultado da propagacdo de alelos
resistentes do sudeste da Asia para o continente africano (PAYNE, 1987; SU et al., 1997;
MAIGA et al., 2007; SA et al., 2009). Outros estudos relataram que estes mesmos alelos
também migraram para a América do Sul (PLUMMER et al., 2004; VIEIRA et al., 2004; SA
et al., 2009) e Filipinas (CHEN et al., 2003).
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Alelos resistentes na Asia e na Africa tinham sete a oito modificacdes de aminoécidos
adicionais, enquanto aqueles provenientes da América do Sul apresentaram quatro a cinco
outras mudancas de aminodcidos e as de Papua Nova Guiné, Pacifico sul e Melanésia
possuiam até cinco mudancas. Além disso, os dados de microssatélites provenientes dessas
regides também indicaram as seis origens independentes (WOOTTON et al., 2002;
MEHLOTRA et al., 2009; SA et al., 2009). Enquanto alelos com combinag@es Gnicas de
mutacdes pontuais tém sido localizados no Cambddia (LIM et al., 2003) e nas Filipinas
(CHEN et al., 2003).

E importante citar que outros estudos estdo sendo conduzidos e poderdo revelar
origens adicionais da resisténcia do P. falciparum a CQ. Todavia, as rotas para explicar este
fendmeno ndo deverdo ultrapassar oito a dez origens provaveis no mundo (PLUMMER et al.,
2004; ANDERSON & ROPER, 2005; HAYTON & SU, 2008; MEHLOTRA et al., 2009;
VALDERRAMOS et al., 2010; AWASTHI & DAS, 2013).



35

2 JUSTIFICATIVA

Resisténcia do P. falciparum a CQ esta fortemente associada a mutacGes no gene P.
falciparum resistente a CQ relacionado ao transportador (pfcrt), com a mutacdo K76T
considerada o evento critico, enquanto mutacdes adicionais (codons 72-75) aumentariam a
resisténcia (ELDIN DE PECOULAS et al., 1998; NOMURA et al., 2001; SA et al., 2005).
Em regides com elevada endemicidade, a interrupgdo do uso de CQ tem conduzido para a
restauracdo do perfil de suscetibilidade a droga, decorrente da reexpansao do alelo selvagem
(WT) K76 do gene pfcrt. Razdo plausivel para esse evento pode estar associada ao fato que
populagdes de parasitos resistentes estavam em desvantagem seletiva na auséncia de presséo
da droga.

Ja em areas de baixa transmissdo, como é o caso dos paises da América do Sul, as
mutacdes de resisténcia aos medicamentos podem atingir prevaléncia de 100%, isto €, ha
fixacdo de alelos resistentes aos medicamentos antimalaricos, o que impede o retorno de
parasitos WT ap6s a remocdo completa da droga. No entanto, observou-se na Guiana
Francesa que, apesar da fixacdo do alelo mutante K76T, a prevaléncia de isolados resistentes
4 CQ (CQR) (ELDIN DE PECOULAS et al., 1998; NOMURA et al., 2001; SA et al., 2005),
caiu progressivamente de mais de 90% para menos de 30% apds 17 anos de interrup¢do do
uso de CQ no pais (PELLEAU et al., 2015; PETERSEN et. al., 2015).

Inquérito molecular retrospectivo em isolados da Guiana Francesa identificou uma
Unica mutacao em pfcrt que codificava uma substituicdo C350R associada com a recuperagao
da suscetibilidade a CQ nos isolados investigados (PELLEAU et. al., 2015). Ademais, 0
experimento de clonagem da cepa de referéncia 7G8 (clone de P. falciparum resistente a CQ
procedente do Brasil) para incorporar a mutacdo C350R causou uma perda completa do perfil
CQR (PELLEAU et al., 2015). Verificou-se que a muta¢do C350R surgiu em 2002 no pais,
apos sete anos de interrupcéo do uso da CQ, e rapidamente se espalhou por toda a populagdo
de P. falciparum (MOURAO et al., 2014). Além disso, o alelo C350R também esté associado
com diminuigdo na susceptibilidade in vitro a Piperaquina, medicamento que tem um tempo
de meia-vida prolongado e vem demonstrando ser altamente ativo frente as cepas de P.
falciparum e P. vivax resistentes a CQ no continente asiatico, sugerindo que a pressdo da
Piperaquina possa ter selecionado essa mutacdo (SMITHUIS et al., 2006; KATRAK et al.,
2009).

Os dados supramencionados tém implicacfes importantes para a compreensdo da
dindmica evolutiva de resisténcia as drogas antimalaricas. Como foi verificado esse fenémeno

nas populacdes da Guiana Francesa, torna-se necessario conduzir vigilancia molecular para
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observacgdo da evolugdo desse fendbmeno ao longo do tempo em outros paises da América do
Sul e, dessa forma, poder auxiliar os programas de controle da malaria na compreensé&o,

prevencdo e controle da disseminacdo da resisténcia do P. falciparum aos antimalaricos
(PELLEAU et al., 2015; BRASIL, 2016).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

» ldentificar as mutacbes K76T e C350R associadas a evolucdo da resisténcia do
Plasmodium falciparum a Cloroquina em isolados do estado do Pard, regido Amazénica

brasileira.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Analisar a frequéncia de parasitos com as mutacfes K76T e C350R do gene pfcrt nas
amostras investigadas;

» Determinar o perfil da distribuicdo geografica das mutacbes K76T e C350R do gene pfcrt
nos dois municipios do estado do Paré selecionados para o estudo.
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4 METODOLOGIA
4.1 AMOSTRA

Para a realizacdo do estudo do tipo transversal retrospectivo, foram analisadas apenas
amostras de DNA da espécie P. falciparum, obtidas durante o periodo de 2010 a 2012, que
fazem parte do biorrepositorio do Laboratério de Pesquisas Bésicas em Malaria e
provenientes dos municipios de Goianésia do Pard e Itaituba, estado do Par4, que foram
avaliados somente para a identificacdo de marcador molecular de resisténcia a CQ. Ressalta-
se gque a amostragem que foi utilizada nesse projeto foi oriunda do projeto de pesquisa
intitulado “Vigilancia da Expressdo dos Genes para HRP2 e HRP3 (Proteinas 2 e 3 Ricas em
Histidina) em Plasmodium falciparum na América do Sul: Uma Avaliacdo Prospectiva no
Brasil”, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo seres humanos (CONEP N°
434/2011, CAAE 0011.1.072.000-10). Além disso, a amostragem proposta serd capaz de

avaliar a evolucéo do fendmeno da resisténcia, com intervalo de confianga de 95%.

4.2 ASPECTOS ETICOS E BIOSSEGURANCA

Essa pesquisa foi do tipo retrospectivo que, de certo modo, ndo trouxe qualquer mal
aos pacientes/sujeitos da pesquisa, ou seja, ndo houve riscos fisicos e/ou bioldgicos para 0s
mesmos, uma vez, que o estudo foi meramente descritivo. De outro modo, foi garantido o
anonimato de todos os sujeitos/pacientes e, principalmente, mantido a confidencialidade de
todo e qualquer resultado obtido pelo pesquisador principal e pelos demais técnicos de
levantamento (codigos de identificacdo de isolados) que serviram apenas para validar a
individualidade da informacgdo. Apds, foi automatizada uma difusdo de conhecimento que
auxiliou na compreensdo preliminar da evolucdo da resisténcia do P. falciparum a CQ em
area de baixa endemicidade, como é o caso do Brasil. Todo o procedimento envolvendo a
manipulacéo de aliquotas de DNA foi realizado em Laboratorio NB2 (Nivel de Biosseguranca
2), segundo o0s parametros estabelecidos pelas normas de Biosseguranga das Comissdes
Interna de Biosseguranca e, também, de Gestdo da Qualidade do Instituto Evandro Chagas
(CIBIO/IEC e CGQ/IEC).

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Evandro Chagas
(CAAE N° 57903616.2.0000.0019/CEP/IEC/SVS/MS) (Anexo ).



39

4.3 METODOS LABORATORIAIS
4.3.1 Controle Interno Enddgeno

A qualidade do DNA foi avaliada utilizando a S-globina (Homo sapiens) como um
gene de controle interno. Os isolados foram submetidos a reacdes de Nested-PCR, seguindo
protocolo de Resnick et al (1990), produzindo um fragmento ou amplicon de 260 pb (pares de
bases), o que indicou que o DNA genémico foi extraido adequadamente e ainda factivel
como fonte de DNA, além de ndo haver acdo de inibidores da reacdo de PCR. O uso de
controle interno endogeno permite também assegurar a qualidade do DNA gendmico
(RESNICK et al., 1990).

4.3.2 Controle de Qualidade

Foi usado para amplificacdo do gene msp2 (Proteina 2 de Superficie do Merozoito),
uma aliquota do DNA previamente extraido e armazenado por um longo periodo a uma
temperatura de -80°C, bem como, controles positivos e negativos utilizando os primers ou
iniciadores descritos no Apéndice 1 e de acordo com protocolos padronizados citados por
Snounou (2002), Gonzélez et al. (2005) e WHO (2007), para confirmacdo da presenca de
DNA especifico de plasmaodio.

Os produtos amplificados, controles (positivos e negativos) e marcador de peso
molecular de 100 pares de bases (pb), foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a
2,0% para msp2 (Ultra pure agarose, BRL 155517-014) e corados com GelRed 10.000x em
agua (GelRed Nucleic Acid Gel Stain, Biotium®, Uniscience LTDA.). Posteriormente, 0s
géis foram visualizados sob luz ultravioleta e fotografados em sistema de fotodocumentacéo,

produzindo amplicon de 450 pb nas amostras positivas para msp2 - familia IC/3D7.

4.3.3 Caracterizacdo Molecular do Gene pfcrt

O gene pfcrt foi caracterizado através de reagbes de PCR em duplicata para
amplificacdo das mutacdes K76T e C350R usando protocolo e iniciadores preconizados por
Pelleau et al. (2015) (Apéndice 2).

As reagOes de PCR foram feitas para um volume final de 25 pL contendo, 1 pL de
DNA, 0,5 pL de cada oligonucleotideo iniciador (10 uM), 2,5 pL de tampé&o 10 X (200mM de
Tris-HCI e 500mM de KCI), 2,0 pL de mix de dNTP (10mM), 3,0 uL de MgCI2 (50mM) e
0,2 puL de AmpliTag Gold DNA polimerase (5U/uL).

Para amplificacdo dos alvos de interesse (K76T e C350R), a mistura de reacdo foi

inicialmente incubada a 95°C por 5 minutos, seguido de 40 ciclos cada um composto por
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etapas de desnaturacdo 95° por 30 segundos, hibridizacdo dos oligonucleotideos iniciadores a
55°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 30 segundos. A etapa de extensao final foi feita
a 72°C por 5 minutos.

Todas as etapas de PCR foram realizadas em termociclador automético Applied
Biosystems Veriti Thermal Cycler (Thermo Fisher Scintific®).

Os produtos da PCR, controles (positivos e negativos) e marcador de peso molecular
de 50 pb, foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2.0% (Ultra pure agarose, BRL
155517-014) e corados com GelRed 10.000x em agua (GelRed Nucleic Acid Gel Stain,
Biotium®, Uniscience LTDA.).

Por fim, o gel foi visualizado sob luz ultravioleta e fotografado em sistema de
fotodocumentacdo, produzindo amplicon de 194 pb para a mutacdo K76T e 121 pb para a

C350R nas amostras positivas.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados laboratoriais obtidos referentes ao gene pfcrt foram inseridos e
guardados em um banco de dados eletrdnico no programa Microsoft Access, Biostat® versdo
3.5.2 ou equivalente, para em seguida serem analisados sobre a presenca ou auséncia das
mutacdes K76T e C350R desse gene, utilizando o algoritmo citado no Apéndice 3, para
confirmacéo da auséncia ou presenca dessas mutacfes na amostra investigada.

Para andlise do banco de dados e elaboracdo de graficos e tabelas, foi utilizado o
programa Tableau® (Tableau Software Inc.) ou equivalente.

Para avaliar a possivel correlacdo entre os intervalos de parasitemia e os perfis
observados para as combinacgdes dos marcadores K76T e C350R do gene pfrct, utilizou-se o
teste G (Bioestat® versdo 5.0). O nivel de significancia adotado foi de 0,05 (p < 0,05).



41

5 RESULTADOS

Do total de 75 amostras incluidas na pesquisa coletadas no periodo de 2010 a 2012
provenientes do estado do Para, 44,0% (33/75) foram provenientes do municipio de Goianésia
do Para e 56,0% (42/75) de Itaituba, a média de idade foi de 35 anos (intervalo de 8 — 62
anos), predominando o género masculino, com 70,7% de contribuicdo no estudo. Quanto a
existéncia de deslocamento para outro municipio no momento da admissdo do paciente, nos
ultimos trinta dias que precederam a época da participacdo do paciente, 21,3% (16/75)
relataram ter viajado. A média geométrica da parasitemia assexuada de todos os pacientes foi
525,4 parasitos/uL (intervalo: 0-62.500), enquanto a média aritmética simples para a
parasitemia sexuada foi 108,3 parasitos/uL (intervalo: 0—7.500).

Da amostragem supramencionada, 100,0% (75/75) apresentaram amplificacdo para o
gene da pS-globina (Homo sapiens), bem como foi observada a amplificacdo da proteina
MSP2, confirmando a presenga de DNA de plasmédio em todas as amostras selecionadas
para o estudo. Em seguida, estes isolados foram submetidos aos ensaios para caracterizacéo
molecular da presenca ou auséncia das mutacfes K76T e C350R do gene pfcrt nas amostras
investigadas. Os resultados observados em relacdo a frequéncia da distribuicdo geografica das
mutacdes K76T, C350R, assim como dos possiveis perfis observados nos isolados analisados,
de acordo com a procedéncia destes isolados, podem ser visualizados nas tabelas 1, 2 e 3.

Tabela 1- Frequéncia da distribuicdo geografica do marcador K76T do gene pfrct observado

nos municipios de Goianésia do Paré e Itaituba no estado do Para, no periodo de 2010 a 2012

Local K76T presenca K76T auséncia Total
N (%) IC (95%) N (%) IC (95%)
go'a”e,s'a 30 (90,9%) 89.6-98.1 3 (9,1%) 7.3-10.6 33
o Para
Itaituba 34 (81,0%) 69.6-90.3 8 (19,0%) 12.5-24.1 42

N: Numero de amostras relacionadas ao evento, %: Percentual, IC: Intervalo de confianca,
Total: nUmero total de amostras dos municipios investigados.
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Tabela 2- Frequéncia da distribuicdo geografica do marcador C350R do gene pfrct observado
nos municipios de Goianésia do Paré e Itaituba no estado do Para, no periodo de 2010 a 2012.

Local C350R presenca C350R auséncia Total
N (%) IC (95%) N (%) IC (95%)

Golanesia 55 97 095) 90.6-100 1 (3,0%) 2152 33

do Para

ltaituba 41 (97,6%) 92.4-100 1 (2,4%) 15-4.1 42

N: Numero de amostras relacionadas ao evento, %: Percentual, IC: Intervalo de confianca,
Total: nUmero total de amostras dos municipios investigados.

Tabela 3- Perfis observados para as combinagcfes dos marcadores K76T e C350R do gene
pfrct, em amostras procedentes dos municipios de Goianésia do Para e Itaituba no estado do
Pard, no periodo de 2010 a 2012.

Marcadores K76T+ K76T- K76T+ K76T- Total
C350R+ C350R- C350R- C350R+
N (%), N (%), N (%), N (%),
Local IC (95%) IC (95%) IC (95%) IC (95%)
Goianésia do Para 30 (90,9%) 1 (3,0%) - 2 (6,1%) 33
(87.6-97.1) (2.4-4.9) (4.5-8.9)
Itaituba 34 (81,0%) 1(2,3%) - 7 (16,7%) 42
(80.1-93.2) (1.5-3.9) (12.4-19.8)

+: Presenca, -: Auséncia, N: Numero de amostras relacionadas ao evento, %: Percentual, IC:
Intervalo de confianga, -: Ndo observado, Total: nimero total de amostras dos municipios
investigados.

Quanto a possibilidade de associacdo entre os intervalos de parasitemia assexuada
detectados pelo estudo e os perfis observados para as possiveis combinagdes dos marcadores
K76T e C350R do gene pfrct nos municipios investigados, os achados estdo demonstrados no
grafico 1. No caso da parasitemia sexuada, considerando que em mais de 50,0% da
amostragem analisada ndo foi detectada a presenca de gametdcitos, essa abordagem néo foi

realizada.
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Gréfico 1- Correlacdo entre intervalo de parasitemia assexuada e os perfis observados para as
combinacBes dos marcadores K76T e C350R do gene pfrct, nos municipios de Goianésia do
Paré e Itaituba no estado do Para, no periodo de 2010 a 2012.

Ressalta-se que a analise da correlagdo entre os intervalos de parasitemia detectados e 0s
perfis observados para as combinagbes dos marcadores K76T e C350R do gene pfrct
obtiveram valores de p ndo significativos pelo teste G, tanto para a correlacéo entre o perfil da
presenca de ambas as mutacdes (K76T e C350R) associadas a parasitemia assexuada igual ou
maior que 1.000 parasitos/pL (p= 0,4397), como para a associacdo entre auséncia da mutacéo
K76T e presenca da C350R e intervalos de parasitemia de até 499 parasitos/puL (p= 0,9106),
tanto para Goianésia do Para como para Itaituba, demonstrando auséncia de correlacdo entre

esses parametros avaliados por esse projeto-piloto.
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6 DISCUSSAO

Esse projeto-piloto foi proposto para identificar as mutagfes K76T e C350R
associadas a evolucédo da resisténcia do P. falciparum a CQ em isolados do estado do Para,
regido Amazonica brasileira. Diante disso, essa investigacdo contribuiu para aprimorar a
compreensdo da dindmica evolutiva de resisténcia as drogas antimaléricas, bem como para
auxiliar o programa nacional da malaria na compreensdo, prevencdo e controle da
disseminacéo da resisténcia do P. falciparum aos antimalaricos.

Em relacdo aos dados sécio-demograficos e epidemioldgicos da amostragem
analisada, observou-se média de idade de 35 anos (intervalo de 8 — 62 anos), preponderancia
de individuos do género masculino (53 pacientes, 70,7%) e que 21,3% dos sujeitos da
pesquisa relataram viagem para outro municipio ou cidade nos trinta dias que antecederam a
admissdo no estudo. Esses achados corroboram os achados observados por Oliveira-Ferreira
et al. (2010) e Marques (2014), bem como sdo também visualizados pelos relatérios gerados
pelo sistema SIVEP-Maléria, que evidenciam individuos do género masculino na faixa etéaria
de 30 — 45 anos e com estoria de fluxo populacional intra e inter-municipios de areas
endémicas na Amazonia brasileira, como os mais vulneraveis a infec¢do, sobretudo em areas
de fronteiras, extrativismo vegetal e mineral.

Quanto a densidade parasitaria observada na amostragem selecionada para o estudo,
identificou-se média geométrica da parasitemia assexuada de 525,4 parasitos/uL (intervalo: 0—
62.500) e média aritmética simples para a parasitemia sexuada de 108,3 parasitos/uL
(intervalo: 0-7.5000). Considerando que essa amostragem se trata de infeccdes por P.
falciparum, bem como o intervalo das parasitemias assexuadas e sexuadas, esses dados estdo
de acordo com aqueles ja relatados por Garcia et al. (2010), Oliveira-Ferreira et al. (2010),
Braz et al. (2014) e Mourdo et al. (2014), sugerindo que as infeccBes por P. falciparum,
espécie que infecta hemacias de qualquer idade evolutiva e responsavel por quadros clinicos
severos, normalmente cursam com densidades parasitarias assexuadas da ordem de 100 —
1.000 parasitos/uL e sexuadas de 50 — 200 parasitos/uL.

Os achados desse estudo demonstram a circulagdo de populagdes de P. falciparum
albergando a mutagdo K76T em 90,9% da amostragem analisada oriunda de Goianésia do
Pard e 81,0% no municipio de Itaituba. Essa percentagem elevada de isolados com essa
mutacdo, que tem sido reportada como associada a altos niveis de resisténcia a CQ nos paises
da América do Sul, corrobora os achados de Vieira et al. (2004), Viana et al. (2006), Sa et al.
(2009) e Gama et al. (2011), que encontraram frequéncia de até 100,0 % para esta mutacdo

em amostras da regido Amazonica brasileira coletadas nas décadas de 1990 e 2000.
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Portanto, ha indicios que a mutacdo K76T esteja fixada nessa area, como consequéncia
da forte pressédo seletiva da droga. Quanto a fixacdo dessa mutagdo na &rea investigada,
algumas explanacdes sdo possiveis para explicar esse fato. Inicialmente, mesmo que a CQ néo
seja mais empregada para o tratamento da malaria ndo-complicada causada por P. falciparum
desde o final da década de 70 no Brasil, este farmaco ainda é amplamente utilizado no pais
como esquema de primeira escolha para o tratamento da maléria por P. vivax, espécie
responsavel por 80,0% das notificagdes no Brasil (DUARTE et al., 2001; BRASIL, 2017),
alem de ser empregado no tratamento de doencas reumaticas, dentre outras.
Consequentemente, pode-se predizer que o uso continuo dessa droga durante todas essas
décadas nessa populagdo possa ter conduzido para a fixacdo desse marcador de resisténcia a
CQ no Brasil, como também foi observado em outros paises da América do Sul, como Peru e
Venezuela (BACON et al., 2009; GRIFFING et al., 2010).

Outra hipotese possivel para explicar essa fixacdo seria a de que o alelo do gene pfcrt
que circula no Brasil parece ter pouca ou nenhuma desvantagem de fitness na auséncia de
pressdo de droga, como sugerido por Sa et al. (2005) ou ainda que ndo haja circulacdo de
populacdes sensiveis a CQ remanescentes nessa area, para poder competir e substituir os
genotipos resistentes. Quanto a esta Ultima explanacdo parece ndo ser o caso, devido a
presenca de alelo relacionado a sensibilidade do P. falciparum a CQ em uma Unica amostra
proveniente de Paragominas (Pard) coletada em 2000 (GAMA et al., 2009).

Assim, had preocupacdo de que a fixacdo desse marcador molecular tenderia a
permanecer na regido Amazdnica, em consequéncia desse fenbmeno também ser observado
em paises Amaz6nicos vizinhos, como Peru (BACON et al., 2009), Suriname (MCCOLLUM
et al., 2007), Venezuela (GRIFFING et al., 2010) e Guiana Francesa (PELLEAU et al.,
2015).

Diante disso, estudos desenvolvidos em Malawi e na China para monitorar as
frequéncias de alelos resistentes a CQ ao longo do tempo relataram que, apés um periodo de
dez anos de retirada ou substituicdo dessa droga, os genotipos resistentes a CQ declinaram
nessas areas, devido ao fato de que populacdes de parasitos resistentes estavam em
desvantagem seletiva na auséncia de pressdo da droga (KUBLIN et al., 2003; WANG et al.,
2005; LAUFER et al., 2008).

Por outro lado, investigagbes conduzidas no Cambodia por Khim et al. (2005), na
Venezuela por Contreras et al. (2002) e McCollum et al. (2007) e, mais recentemente, por

Pelleau et al. (2015) na Guiana Francesa, demonstraram que os alelos do gene pfcrt
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relacionados com a resisténcia a CQ ainda permanecem fixados nessas areas, mesmo apos
longo tempo de retirada desse medicamento.

No entanto, a prevaléncia de isolados resistentes a CQ (CQR) na Guiana Francesa
diminuiu progressivamente de mais de 90,0% para menos de 30,0% ap6s 17 anos de
interrupcdo do uso de CQ no pais (PELLEAU et al., 2015; PETERSEN et. al., 2015). E, de
acordo com Pelleau et al. (2015), esse evento foi decorrente de reversdo fenotipica causada
pela aquisicdo de uma unica mutacdo no gene pfcrt, que eliminou completamente o efeito da
mutacdo de resisténcia K76T, em oposi¢cdo ao cenario alternativo do ressurgimento de alelos
selvagens sensiveis a CQ.

Isso significa dizer que o retorno da susceptibilidade a CQ na Guiana Francesa néo foi
tdo direto como observado no Malawi e na China, onde CQR desapareceu completamente,
culminando com a recomendacdo de reintroducdo do tratamento de P. falciparum com o uso
da CQ nesses paises (FROSCH et al., 2014). Na realidade, houve o aparecimento e
disseminacéo de mutacdo de Unico nucleotideo (SNP) adicional na Guiana Francesa. Ressalta-
se que a taxa diferencial de reversdo da CQR na Guiana Francesa, em oposi¢ao ao observado
em Malawi, pode estar relacionada as diferencas na intensidade da transmissdo, dinamica
populacional e histéria do uso de drogas entre esses dois contextos epidemioldgicos.
Ademais, mesmo ap6s 18 anos de retirada da CQ na Guiana Francesa, ainda ha 25% dos
isolados com perfil de CQR in vitro, fato este que compromete a reintroducdo da CQ como
droga de escolha para tratamento de P. falciparum nessa area (PELLEAU et al., 2015;
PETERSEN et. al., 2015).

Quanto ao surgimento do SNP supramencionado, trata-se de polimorfismos nas
proximidades de C350R no gene pfcrt, observado apds experiéncias in vitro de selecdo de
medicamentos em cepas de CQR, que geraram linhagens mutantes com perfil de resisténcia
ao Quinino e recuperacao da susceptibilidade a CQ (COOPER et al., 2007).

Dessa forma, &€ de extrema importancia a conducdo de acbes de vigilancia da
resisténcia do P. falciparum as drogas antimalaricas em determinada area, para analise da
evolucdo desse fendmeno ao longo do tempo. Pois, na auséncia de tal monitoramento, torna-
se dificil avaliar o efeito das politicas de tratamento para malaria em determinado pais, bem
como conter ou evitar a disseminagdo, emergéncia ou mesmo reemergéncia dessa resisténcia a
médio e longo prazo (ZALIS, 2000; PETERSEN et al., 2015).

Quanto a emergéncia e propagacao da resisténcia do P. falciparum aos antimaléricos,
um dos principais fatores que contribuem para esses fendmenos esta relacionado a presséo da

droga. Pois, a propria CQ foi utilizada nas diferentes localidades da regido Amazonica
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brasileira em dosagens subcurativas. Isto é, utilizava-se uma quantidade da substancia ativa
desse farmaco em concentragdo abaixo da preconizada pelo Ministério da Saude, mantendo a
pressdo da droga com dosagem insuficiente para alcancar o total clareamento parasitario e
cura clinica e parasitoldgica do paciente (COUTO et al., 1993).

Outro fendmeno que também ocorre nessa regido, principalmente em &reas de
extrativismo vegetal e mineral, como é o caso do municipio de ltaituba (Pard), é a
automedicacdo. Essa acdo conduz ao insucesso terapéutico, uma vez que na populacdo de
parasitos remanescentes podem ser selecionados aqueles parasitos resistentes, jA que as
mutacdes relacionadas a resisténcia ndo sdo deletérias a sobrevivéncia do parasito e, dessa
forma, a pressdo seletiva devido a utilizacdo de certa droga levaria a eliminacdo das
populacdes sensiveis e favoreceria a sobrevivéncia de parasitos resistentes (THAITHONG et
al., 1992; ANDERSON & ROPER, 2005).

Portanto, a triade composta pela pressdo da droga, dosagem sub-terapéutica e
automedicacdo deve ter cooperado para a perda da eficacia terapéutica da CQ como droga de
escolha para tratamento de malaria causada por P. falciparum em localidades da regido
Amazonica brasileira (ZALIS, 2000).

Nesse projeto-piloto, analisou-se também a frequéncia de parasitos com a mutagdo
C350R do gene pfcrt nas amostras investigadas ao longo de dois anos, o que possibilitou o
alcance de achados relevantes em termos da vigilancia da resisténcia aos antimalaricos em
area da Amazonia brasileira, como pode ser observado nas explanagfes a seguir.

No estado do Para, foi detectada a presenca de parasitos com a mutacdo C350R em
97,0% e 97,6% da populacdo investigada nos municipios de Goianésia do Para e ltaituba,
respectivamente. Além disso, a avaliacdo das possiveis combinacfes de perfis observados
para os marcadores K76T e C350R do gene pfrct, em amostras procedentes dos municipios
analisados, demonstrou que a combinacdo da presenca simultdnea das mutacGes K76T e
C350R predominou na amostragem analisada, alcancando frequéncia de até 90,9%, como
observado no municipio de Goianésia do Para.

Considerando o intenso fluxo migratorio, sobretudo de populacdo de garimpeiros,
entre as areas de fronteiras que compreendem o Brasil, a Guiana Francesa e 0 Suriname,
assim como o achado da mutacdo C350R em amostras de P. falciparum oriundas da Guiana
Francesa (PELLEAU et al., 2015), a presenca da mutacdo C350R em area da Amazonia
brasileira era evento esperado, conforme observado em nosso estudo. No entanto, 0s
resultados do nosso estudo sdo limitados as amostras coletadas em apenas dois municipios de

um unico estado da regido Amazoénica brasileira e em periodo relativamente curto (dois anos).
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Sendo assim, nossos achados ndo devem ser generalizados para o estado do Para, tampouco
para outras areas da Amazonia brasileira. Dessa maneira, para que esse tipo de estudo possa
fornecer informacGes representativas sobre a distribuicdo ou prevaléncia desse marcador
molecular para todo o territorio que compreende a Amazonia brasileira, deve-se conduzir
investigacdo mais abrangente e representativa para avaliar a emergéncia e prevaléncia das
mutacBes K76T e C350R no estado do Parg, assim como em areas estratégicas dos estados do
Acre, Amazonas, Roraima e Amapa, por também fazerem fronteira com outros paises
amaz0nicos.

Nesse estudo, nds ndo adotamos a realizacdo de controle interno das reagbes de PCR
para caracterizacdo molecular do gene pfcrt, embora tenhamos inserido o controle interno
enddgeno, assim como realizado a amplificacdo do gene msp2 (Proteina 2 de Superficie do
Merozoito), para confirmacdo da presenca de DNA de plasmodio. Contudo, diante do fato do
algoritmo proposto para o estudo s6 confirmar um resultado diante de dois testes consecutivos
concordantes, esse fato ndo comprometeu o alcance dos objetivos estabelecidos para 0 nosso
estudo e, dessa forma, ndo incluimos esse ensaio.

Ademais, é necessario citar outra limitacdo importante, como a auséncia de reacdo de
sequenciamento e analise das sequéncias obtidas, que restringiu 0s nossos resultados a analise
descritiva da presenca ou auséncia de mutagdes pontuais relacionadas ao fendmeno da
evolucdo da resisténcia do P. falciparum a CQ em area da Amaz6nia brasileira.

Outro achado observado nesse estudo se refere a auséncia de correlacdo entre o perfil
de combinacdo da presenca das mutagfes K76T e C350R associado a parasitemia assexuada
igual ou maior que 1.000 parasitos/pL (p= 0,4397), como para a associa¢ao entre auséncia da
mutacdo K76T e presenca da C350R e intervalos de parasitemia de até 499 parasitos/uL (p=
0,9106), tanto para Goianésia do Para como para Itaituba. Esse fato sugere que, a0 menos para
a amostragem analisada nesse projeto-piloto, ndo houve correlagdo significativa entre os
marcadores moleculares investigados e determinado limiar de parasitemia assexuada, embora
tenhamos observado que diante de parasitemias menores ou iguais a 499 parasitos/plL, uma ou
mesmo as duas mutagfes podem estar ausentes. Porém, nesse momento, ndo temos uma
compreensdo precisa do real papel da associacdo entre as duas mutagdes no cromossomo 7 do
gene pfcrt e niveis ou intervalos de parasitemia. Estudos sobre a evolucao dessas mutacdes em
outras areas e com amostragem mais expressiva serdo fundamentais para determinar se ha,
realmente, alguma ligagdo entre os pardmetros analisados ou trata-se de achado pontual.

Entretanto, deve-se ressaltar que esse estudo representa o primeiro indicio do

processo evolutivo relacionado ao gene pfcrt no estado do Para, regido Amazonica brasileira.
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Nesse cenario epidemioldgico de area de baixo nivel de transmissdo da malaria associado a
auséncia de alelo do gene pfcrt sensivel a CQ, h& indicios que a susceptibilidade as drogas
evoluiu por meio da aquisi¢cdo de uma substituicdo adicional de aminoacidos, ao invés de
reversdo de uma mutacdo previamente existente (PELLEAU et al., 2015; PETERSEN et. al.,
2015).

Torna-se importante também comentar que, provavelmente, os fatores que estimulam
a aquisicdo de susceptibilidade a CQ seriam, portanto, um processo de multiplas etapas, que
se processam por um acumulo de mudangas adaptativas, incluindo mutacdes adquiridas em
outros loci do gene pfcrt, sendo a mutagdo C350R o0 passo final e/ou crucial de uma inversédo
do fendtipo de CQR. A implementacdo sucessiva, ao longo do tempo, de varios esquemas de
tratamento de primeira escolha para malaria por P. falciparum, deve ter ocasionado um
cenario de selecdo natural que foi atuando continuamente no gene pfcrt e, consequentemente,
impactando na eficacia do P. falciparum a multidrogas, dentre elas a CQ (COOPER et al.,
2007; PELLEAU et al., 2015).

A presenca dessa mutacdo especifica (C350R) relacionada a um mecanismo particular
de reversdao da CQR, observada pela primeira vez em amostras do estado do Para, deve ser
avaliada com cautela, mas também com a devida atencdo para determinar se esse achado
reflete um evento evolutivo local ou se ja estd propagado para outros estados da regido
Amazonica brasileira. Enfatiza-se também que esse projeto-piloto forneceu evidéncias que
endossam a necessidade de serem implementados sistemas de monitoramento e vigilancia,
apropriados e representativos para identificar e monitorar a emergéncia, propagacdo e
prevaléncia das mutacOes relacionadas ao fendmeno de resisténcia do P. falciparum aos

antimalaricos na regido Amazonica brasileira, assim com em outras areas da América do Sul.
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7 CONCLUSAO
Nossos resultados sugerem que:

- Os municipios de Goianésia do Para e Itaituba no estado do Parad apresentaram
frequéncias de 90,9% (30/33) e 81,0% (34/42) para a mutagdo K76T, respectivamente. Por
outro lado, a mutacdo C350R apresentou percentuais de 97,0% (32/33) no municipio de
Goianésia do Para e 97,6% (41/42) em ltaituba.

- Houve predominancia da presenca simultanea das mutacfes K76T e C350R na
amostragem analisada oriunda de dois municipios do estado do Pard, sendo que o municipio
de Goianésia do Parda alcancou frequéncia expressiva de 90,9%.

- Observou-se auséncia de correlacdo entre o perfil de combinacdo da presenca das
mutacdes K76T e C350R associado a parasitemia assexuada igual ou maior que 1.000
parasitos/pL (p= 0,4397), assim como para a associacdo entre auséncia da mutagdo K76T e
presenca da C350R e intervalos de parasitemia de até 499 parasitos/pL (p= 0,9106), tanto
para Goianésia do Para como para Itaituba.

- E necessario manter o monitoramento da identificaco e prevaléncia dessas mutacdes

nessa area e outros locais da regido Amazonica brasileira.
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APENDICE |
Pares de primers ou iniciadores para amplificacdo do gene msp2, descritos por Snounou
(2002), Gonzalez et al. (2005) e WHO (2007).

1) PRIMEIRA REACAO
MSP-2:
M2-OF 5- ATGAAGGTAATTAAAACATTGTCTATTATA-3
M2-OR 5 - CTTTGTTACCATCGGTACATTCTT-3

2) SEGUNDA REACAO
MSP-2:
IC/3D7-type
M2-ICF 5"-AGAAGTATGGCAGAAAGTAAKCCTYCTACT-3
M2-ICR 5"- GATTGTAATTCGGGGGATTCAGTTTGTTCG-3’
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APENDICE II
Tabela de pares de primers ou iniciadores para reacbes de PCR para identificacdo das
mutacdes K76T e C350R do gene pfcrt de P. falciparum descritos por Pelleau et al. (2015).

Sequéncia do nucleotideo

Nome do Mutacdo  Comprimento do
Primer (5°—>3) amplicon (pb)
A033 (F) GGTGGAGGTTCTTGTCTTG K76T 194

A034 (R) ATAAAGTTGTGAGTTTCGGATG

A410 (F) GCTTTTTATAGATTATCGAC C350R 121
A411 (R) CTTTTTAATTCTTACGGCTA

pb: Pares de bases.
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APENDICE III
Algoritmo para analise dos dados referente a identificacdo de mutacGes K76T e C350R do

gene pfcrt na amostra estudada.

[ Aliquotas de DNA da espécie P. falciparum ]

|

[ Amplificacdo dos genes S-globina e msp2 para controle interno enddgeno e de qualidade do }

DNA

[ Ensaio de PCR para identificar a presencga de mutages K76T e C350R. }
Presenca de K76T confirmada quando Presenca de C350R confirmada quando
PCR especifica apresentar amplificacdo PCR especifica apresentar amplificacdo

em dois testes consecutivos. em dois testes consecutivos.




