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RESUMO

MAIA, G.B. Marcadores moleculares envolvidos na resisténcia de Plasmodium
spp. as drogas antimaléricas. 2016. 59p. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Bacharelado em Biomedicina) — Centro Universitario Sdo Camilo, Sdo Paulo, 2016.

Este trabalho abordara aspectos gerais relacionados a malaria, com foco nos
mecanismos de resisténcia do parasita aos antimalaricos mais utilizados e nos
marcadores empregados no rastreamento e controle da resisténcia. Para tal objetivo
utilizara trabalhos cientificos encontrados nas bases de dado eletrénicas e livros do
Sistema Integrado de Bibliotecas Pe. Inocente Radrizzani. Os medicamentos usados
no tratamento da maléria podem ser divididos em esquizonticidas sanguineos,
esquizonticidas teciduais, gametociticos e esporonticidas. O composto considerado
atualmente como linha de frente no combate & maléaria é a artemisinina. O genoma
de Plasmodium ¢é altamente polimérfico e a resisténcia a antimalaricos é
primordialmente gerada por mutagdes do tipo SNP. Um dos maiores desafios no
controle da malaria € o rapido desenvolvimento de resisténcia do parasita aos
medicamentos. O monitoramento de resisténcia pode ser feito pela tipagem de
marcadores moleculares. Os marcadores de resisténcia de P. falciparum mais
conhecidos sédo PfDHFR e PfDHPS (envolvidos na resisténcia aos antifolatos) e as
proteinas transportadoras, que sdo muito polimorficas e conferem resisténcia a uma
diversidade de medicamentos. Em relacdo ao P. vivax, ainda se sabe pouco sobre
0os marcadores, e seu estudo tem se baseado na andlise de marcadores ja
conhecidos de P. falciparum. Foi descoberta recentemente que a proteina K13 esta
ligada ao surgimento de cepas de P. falciparum resistentes a artemisinina, causando
preocupacdo a comunidade cientifica. Os marcadores moleculares sdo uma
ferramenta de grande importancia no monitoramento de resisténcia, na predicdo e
na tomada de medidas preventivas, devendo ser estudados de forma mais intensa.

Palavras-chave: Antimalaricos. Artemisininas. Biomarcadores. Malaria.

Plasmodium. Resisténcia a medicamentos.



ABSTRACT

MAIA, G.B. Molecular markers involved in Plasmodium spp. resistance to
antimalarial drugs. 2016. 59p. Final course assignment (Bachelor's degree in

Biomedicine) — Centro Universitario Sdo Camilo, Sdo Paulo, 2016.

This work will discuss general aspects related to malaria, focusing on parasite's
resistance mechanisms to commonly used antimalarial drugs and on molecular
markers, used to track and control the resistance. For this purpose, scientific papers
found in electronic data bases and books from the Integrated Library System Pe.
Inocente Radrizzani will be used. The drugs used in the treatment of malaria can be
divided into blood schizontocidal, tissue schizontocidal, gametocytocidal and
sporontocidal. The compound currently considered as the frontline drug against
malaria is artemisinin. Plasmodium’'s genome is highly polymorphic, resistance to
antimalarial drugs is primarily generated by SNP mutations. One of the biggest
challenges in malaria control is the rapid development of drug resistance. Resistance
monitoring can be done by using molecular markers. The most popular molecular
markers for P. falciparum are PfDHFR and PfDHPS (involved in resistance to
antifolates) and transporters, which are very polymorphic (involved in resistance to a
variety of drugs). Little is known regarding molecular markers for P. vivax and the
study of possible markers has been based on the analysis of known P. falciparum's
markers. It was recently discovered that the K13 protein is linked to the emergence of
P. falciparum artemisinin resistant strains, causing concern to the scientific
community. Molecular markers are a very important tool in resistance monitoring, on
predicting and on taking preventive measures, therefore, intensive studies should be
done.

Keywords: Antimalarials. Artemisinin. Biomarkers. Drug resistance. Malaria.

Plasmodium.
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1 INTRODUCAO

Malaria € o nome dado a uma doenca causada por parasitas intracelulares
obrigatorios do género Plasmodium, pertencentes ao filo apicomplexa, que podem
ser transmitidos de pessoa a pessoa pela picada da fémea de mosquitos culicideos
do género Anopheles, quando infectados. Existem aproximadamente 400 espécies
conhecidas de mosquitos deste género, no entanto, apenas 60 sdo capazes de
transmitir o parasita. A transmissdo do parasita também pode ocorrer através de
transfusdo sanguinea, compartiihamento de agulha contaminada e de forma
congénita, porém, estas vias sao relatadas com menor frequéncia (CROMPTON et
al., 2014; FRANCA; DOS SANTOS; FIGUEROA-VILLAR, 2008).

Cinco espécies do parasita sdo consideradas as mais relevantes quando o
foco é a transmissdo entre humanos. Dentre estas, as principais sdo: Plasmodium
falciparum, tido como o responsavel por formas mais graves, pelo maior nimero de
Obitos e por 98% dos casos atuais de malaria no continente africano; e Plasmodium
vivax, que chegou a ser considerado causador de um tipo leve da doenca, ideia que
foi refutada nos ultimos anos devido a grande quantidade de casos e complicacdes
geradas por este parasita. Apesar de P. vivax representar apenas 8% dos casos
mundiais de maléaria, no Brasil este nimero chega a 82% dos casos. Outras
espécies de menor relevancia sdo Plasmodium ovale, Plasmodium malariae e, a
recentemente descrita, Plasmodium knowlesi, encontrada em partes do sudeste
asiatico (BIAMONTE; WANNER; LE ROCH, 2013; RAHMAH et al., 2015; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2014).
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2 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho € descrever as caracteristicas da malaria, 0s
tratamentos mais utilizados, os marcadores moleculares e os diferentes mecanismos
moleculares de Plasmodium spp. que podem gerar resisténcia as drogas

antimalaricas.
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3 MATERIAL E METODO

Foi realizada extensa revisdo bibliografica sobre o assunto em livros do
Sistema Integrado de Bibliotecas Pe. Inocente Radrizzani e nas bases de dados
eletrbnicas PubMed e Scielo, sem restricdo quanto ao ano de publicacéo, tipo de
estudo ou idioma. Para fins de busca, foram utilizados descritores como malaria,
Plasmodium, marcadores moleculares, resisténcia, antimalaricos e quimioterapia

antimaléarica.
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4 DESENVOLVIMENTO
4.1 A malaria no mundo

A malaria € uma doenca que afeta a humanidade desde a antiguidade.
Indicios de que esta tem acometido povos desde 3000 a.C. foram encontrados em
documentos chineses e egipcios, que descrevem uma moléstia com febre
intermitente e esplenomegalia, sintomas comumente relacionados a maléaria. As
especulacdes sobre a época de origem da maléaria ainda vao além: acredita-se que
tenha atingido e causado a morte de grande parte dos primatas antecessores do
Homo sapiens, como os Australopithecus (FRANCA; DOS SANTOS; FIGUEROA-
VILLAR, 2008; LEITE et al., 2013; PACKARD, 2007).

Outras referéncias sdo encontradas em manuscritos do século VI a.C. das
civilizacbes modernas, descrevendo febres malignas e calafrios que acometiam o
povoado da antiga Mesopotamia. Até mesmo nos escritos de filosofos da
antiguidade, como Homero, Aristoteles, Platdo e Socrates, sdo citadas febres que
podem ser relacionadas a malaria (FRANCA; DOS SANTOS; FIGUEROA-VILLAR,
2008).

Foi apenas a partir do século XIV, na Italia, que recebeu a denominacao de
“aria cativa” ou “mal’aria”, termo originario do latim que significa “ar ruim”. Este nome
surgiu devido a teoria de que a ocorréncia de febre estaria relacionada a
proximidade da populacédo aos pantanos e de que o vapor destes seria responsavel
pela doenca. Esta teoria foi descrita pelo médico e fildsofo grego Hipdcrates, mas
também foi considerada pelos romanos, que foram o0s pioneiros na drenagem de
pantanos. Aproximadamente dois séculos depois, a expressao “malaria” ganhou
espaco na lingua inglesa. Alguns outros nomes surgiram com o passar dos anos,
como “paludismo” e “impaludismo” (FRANCA; DOS SANTOS; FIGUEROA-VILLAR,
2008; GILLESPIE; PEARSON, 2001; TARANTO et al., 2006).

Durante o século XVII, a teoria miasmatica havia ganhado forca e era
considerada inquestionavel a ideia de que algumas doencas, incluindo a malaria,
eram contraidas pela inalacdo de odores provindos de corpos de agua parados ou
pela ingestdo de agua contaminada. Apos 1870, esta teoria comegou a ser menos

aceita e outras teorias que relacionavam a origem das doencas a microrganismos



18

estavam surgindo, incluindo a ideia de que a maléria seria transmitida por um bacilo.
Foi quando um cirurgido do exército francés resolveu desafiar estas teorias, tomadas
como absolutas, e comecou a examinar esfregacos de sangue de 200 pacientes,
observando diferentes formas de vida nas amostras dos infectados. Ele percebeu
entdo, que havia encontrado um protozoario, e apresentou este achado em 1880,
descrevendo os primeiros parasitas vivos encontrados em sangue humano e suas
formas de vida (COX, 2010).

No periodo entre 1898 e 1900, parasitas causadores da malaria em humanos
foram encontrados no estébmago de mosquitos, foi entdo que se descreveu

definitivamente a relacdo entre a transmissao da doenca e o vetor (COX, 2010).

A malaria teve grande importancia em muitas ocasides historicas, interferindo
principalmente na duragdo e até mesmo no resultado de algumas guerras. No auge
de seu poder, o general maceddbnico conhecido como “Alexandre, O Grande”,
morreu ao contrair uma febre maligna, que pelo que se acredita, era malaria. Além
disso, a conquista e invasdo de Roma também foram impedidas pela malaria
diversas vezes ao longo da histéria (FRANCA; DOS SANTOS; FIGUEROA-VILLAR,
2008; LEITE et al., 2013).

Em 1809, a maléria chegou a ser usada como arma biolégica pelo general
francés Napoledo Bonaparte, que inundou o interior da Holanda propositalmente
com a intencdo de facilitar a disseminacdo da doenca, para que esta atingisse o
exeército britdnico, que estava planejando atacar sua frota. A doenca se espalhou
rapidamente, tornando a frota britanica debilitada. Ao final de sete meses, a febre
havia tirado de combate mais de 40% dos homens (BARRAS; GREUB, 2014;
FRANCA; DOS SANTOS; FIGUEROA-VILLAR, 2008).

Apesar do grande numero de casos diagnosticados atualmente, estima-se
que no comeco do século XX a incidéncia mundial de malaria chegara a ser cerca
de dez vezes maior, quadro provavelmente agravado pela privacdo de recursos das
colbnias inglesas e francesas em decorréncia da primeira grande guerra. Na
primeira guerra mundial, os exércitos francés, britAnico e alemdo ficaram
imobilizados pela doenca por trés meses na Macedonia. A doenca se espalhou pelo

mundo todo, poupando apenas as areas polares e subpolares. Na Europa, os paises
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mais afetados eram os mediterraneos, principalmente a Italia (BRABIN, 2014;
CAMARGO, 2003).

Durante a segunda guerra mundial, a maléaria foi responséavel por 500.000
internacdes apenas entre os soldados do exército americano. Os prejuizos causados
pela malaria durante a guerra fizeram com que houvesse um aumento no
investimento para o desenvolvimento de drogas ou de métodos de controle do
mosquito. Foi quando o diclorodifeniltricloroetano (DDT), um inseticida residual, foi
desenvolvido, revolucionando as técnicas de combate ao vetor (CAMPOS, 1999).

A relacdo intima entre malaria e guerra tem sido um grande incentivo para a
busca por alternativas de tratamento e controle. Estima-se que anualmente mais de
10 milhdes de ddlares sejam investidos em pesquisas com a malaria pelo exército
americano (ARROW; PANOSIAN; GELBAND, 2004a).

Desde a metade do século XX, a malaria foi erradicada nos paises
desenvolvidos, sendo considerada atualmente uma doenca de paises
subdesenvolvidos, como demonstrado na figura 1, principalmente os da América
Latina, Africa e grandes areas da Asia Meridional e Oceania, devido as precarias
condi¢cdes socioecondmicas e de saude (COSTA; KIRALJ; FERREIRA, 2007;
TARANTO et al., 2006).

De acordo com dados da Organizagdo Mundial da Saude (2015), em 2013
foram diagnosticados 198 milhdes de casos em todo o mundo e a doenga foi
responsavel pela morte de 584.000 pessoas, sendo que 90% das mortes ocorreram
na regido africana e 78% dos 6bitos acometeram criancas abaixo de cinco anos de
idade.
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Figura 1 — Distribuicado geografica de casos confirmados de maléaria

E 4

Casos confirmados de malaria por 1000 habitantes

B >0 10-50 0.1-1 N&o ha transmisséo de malaria
B 50-100 1-10 0-0.1 Nao aplicavel Fonte: National malaria control programme reports

Fonte: Adaptado de (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014)
4.2 A maléaria no Brasil

Acredita-se que 0s primeiros agentes causadores de malaria na América
tenham sido P. vivax e P. malariae, introduzidos na América do Norte por
colonizadores ingleses que procuravam novas terras durante o século XVII. No
entanto, foi entre os séculos XVII e XVIII que o temido P. falciparum chegou ao
continente em navios, vindos do continente africano durante o comércio de
escravos. A malaria foi uma das doencas mais debilitantes da América do Norte e
causou atraso no desenvolvimento das colonias americanas (OAKS et al., 1991,
PACKARD, 2007).

No Brasil, comecou a ser descrita no século XVI, coincidindo com o século em
que o pais foi colonizado por portugueses. Ao fim da década de 30 houve um surto
com um grande nuamero de Obitos, devido a chegada do vetor Anopheles gambiae
ao pais, supostamente trazido em navios em decorréncia do intenso trafego
maritimo entre Brasil e Senegal (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010).
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Ao final do século XIX, a doenga dominava todo o territorio brasileiro,
especialmente o litoral. O maior nimero de casos era concentrado na Amazonia e

no Planalto Central, mas a situacéo era estavel (CAMARGO, 2003).

Nesta época, a extracdo de latex tornou-se muito popular e economicamente
importante, causando a migracao de diversos habitantes da regido nordeste do pais,
que eram afligidos pela seca em sua terra natal e viam no comércio da borracha a
esperanca para uma nova vida. A desregrada migracédo de pessoas sem imunidade
a doenca, aliada as condicbes da floresta amazébnica que se configuram perfeitas
para a propagacdo do mosquito, geraram uma grande epidemia de malaria. O
comércio da borracha ainda gerou outro fator que agravou a epidemia: a construcao
da estrada de ferro Madeira-Mamoré, que ligaria Santo Anténio (hoje parte de Porto
Velho) a Guajara-Mirim, no rio Mamoré, com a intengéo de facilitar o transporte do
produto. Estima-se que a doenca tenha levado a 6bito mais de 10 mil trabalhadores
e que milhares tenham sido internados durante as varias etapas de implantacdo do
projeto, que se estendeu do fim do século XIX até inicio do século XX (CAMARGO,
2003; LEITE et al., 2013; SILVA; OLIVEIRA, 2002).

No inicio da década de 40 houve uma grande incidéncia da doenca, atingindo
cerca de seis milhdes de pessoas, totalizando aproximadamente 20% da populacgéo.
Na década de 50, o Servico Nacional de Maléaria, sob orientacdo da OMS
(Organizacdo Mundial da Saude) e dire¢do de Mario Pinotti, iniciou uma campanha
de erradicacdo que se baseava na pulverizacdo de DDT nas casas e no tratamento
dos casos febris com cloroquina. Em 1952, foi implementada experimentalmente em
campo uma nova proposta de Mario Pinotti, na tentativa de contornar casos de
resisténcia do vetor ao DDT: a utilizagcdo de sal de cozinha com cloroquina como
método de profilaxia medicamentosa. Nao houve a erradicagdo nacional da malaria
por meio destas campanhas, mas houve uma grande reducdo no numero de
pessoas atingidas e erradicacdo em algumas areas do pais. No inicio da década de
60, o numero caiu para aproximadamente 40 mil casos concentrados na regiao
Amazobnica (CAMARGO, 2003; SILVA; OLIVEIRA, 2002; SILVA; HOCHMAN, 2011).

No entanto, ainda na década de 60, o governo militar lancou um projeto de
colonizacdo da regido amazobnica, gerando a migracdo de mais de um milhdo de

pessoas de diferentes partes do pais, 0 que acarretou uma ocupacao desordenada
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da regido. Iniciaram-se entdo, novas atividades agropecudrias e garimpeiras, além
da construcdo de usinas hidroelétricas, que geraram desflorestamento e mudanca
no curso natural de rios. Estas novas condi¢cfes, aliadas as condicGes precarias de
habitacdo e salude e a expansdo de cepas de P. falciparum resistentes a cloroquina
para outros estados como Acre, Roraima, Amapa, Mato Grosso e Pard, deu inicio ao
terceiro grande surto de malaria do século no pais. O numero de casos aumentou de
cerca de 40 mil em 1960 para 170 mil em 1980, e continuou aumentando, chegando
a um platdé de aproximadamente 500 mil em 1990 (LEITE et al., 2013; OLIVEIRA-
FERREIRA et al., 2010; SILVA; OLIVEIRA, 2002).

Devido a grave situacdo, o Ministério da Saude reforcou as medidas para
tratamento e prevencéo da doencga, e em trés anos, houve uma reducao de 45% no
namero de casos (FRANCA; DOS SANTOS; FIGUEROA-VILLAR, 2008).

Em 2011 foram notificados aproximadamente 270 mil casos da doeng¢a, como
mostra o grafico na figura 2, sendo que 98% destes estavam concentrados em seis
estados: Acre, Amapa, Amazonas, Para, Rondonia e Roraima. De modo geral, nos
altimos anos a doenca esta centralizada na Amazénia Legal (figura 3), devido alguns
elementos que propiciam condicdes para a transmissdo, como a presenca
abundante do mosquito vetor, altas temperaturas, clima Umido, desmatamento e
ocupacao desordenada em habitacdes inadequadas (BRASIL, 2013; TAUIL, 2011).

Figura 2 - Casos notificados de maléaria no Brasil entre 2000 e 2011
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Figura 3 - Areas de risco pelos diferentes niveis de incidéncia parasitaria anual
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Fonte: (BRASIL, 2010)
4.3 Ciclo devida

Estes parasitas possuem um ciclo de vida complexo, representado na figura
4. O ciclo inclui diferentes formas de vida, com reproducédo sexuada no hospedeiro
invertebrado (mosquitos anofelinos) e reproducdo assexuada no hospedeiro
vertebrado.
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Figura 4 — Representacgao do ciclo de vida de Plasmodium spp.
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Durante a picada da fémea de um mosquito infectado, séo injetadas no
hospedeiro vertebrado entre 10 e 100 formas de vida de Plasmodium chamadas
esporozoitos, que saem das glandulas salivares com uma mistura de saliva,
substancias anticoagulantes e vasodilatadoras. Ainda ha debates e estudos sobre se
estes parasitas séo injetados diretamente na corrente sanguinea ou se sdo inseridos
na regido intradermal, seguindo para os vasos linfaticos e sanguineos por si s6
algumas horas apés a inoculagdo (ALY; VAUGHAN; KAPPE, 2009; CROMPTON et
al., 2014).

Os esporozoitos chegam ao figado pela circulagdo sanguinea do hospedeiro
e ultrapassam diversas barreiras, como as células de Kupffer, o endotélio sinusoidal
e as células estelares hepaticas, chegando a superficie dos hepatécitos. Neste
ponto, ocorre a invaginacdo do parasita através de interacbes do tipo ligante-
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receptor, que promovem a entrada do mesmo na célula, com a formacg&o do vacuolo
parasitoforo (VP) a partir da membrana plasmatica dos hepatécitos do hospedeiro
(ALY; VAUGHAN; KAPPE, 2009; LEITE et al., 2013).

O VP é importante nos processos de desenvolvimento do Plasmodium que
acontecem em seguida, pois age como uma barreira entre o parasita e o0 sistema
imune do hospedeiro, além de auxiliar na aquisicdo de nutrientes fundamentais ao
seu desenvolvimento. Duas importantes proteinas de esporozoitos envolvidas neste
processo sdo a Proteina Circunsporozoita (CSP) e a Proteina Adesiva Relacionada
a Trombospondina (TRAP), que se ligam aos proteoglicanos de superficie dos
hepatdcitos, auxiliando no processo de invasdo. Estas proteinas possuem outros
papéis em todo o processo de infeccao, incluindo a evaséo dos sistemas de defesa
do hospedeiro (ALY; VAUGHAN; KAPPE, 2009; LEITE et al., 2013).

Nesta etapa, no caso de P. vivax e P. ovale, os mosquitos inoculam distintas
populacdes de esporozoitos, sendo que algumas se desenvolvem mais lentamente e
geram formas de vida denominadas hipnozoitos, que permanecem em um estagio
de laténcia no figado. Esta forma de vida pode permanecer dormente durante
semanas ou até mesmo anos e pode ser responsavel por recaidas da doenca
mesmo apoés tratamento eficaz (HOBBS; DUFFY, 2011; WHITE et al., 2014).

No interior dos hepatdcitos, 0s esporozoitos sofrem esquizogonia e uma Unica
célula pode chegar a produzir de 10.000 a 30.000 merozoitos-filhos em um periodo
de 5 a 8 dias. Os merozoitos produzidos a partir dos esporozoitos sdo contidos em
vesiculas chamadas de merossomos, que atuam como sistemas de transporte
liberando os merozoitos diretamente na corrente sanguinea e protegendo-os assim
das células de defesa do hospedeiro. Estas novas formas de vida possuem a
capacidade de invadir eritrocitos, dando inicio ao ciclo eritrocitico (LEITE et al., 2013;
STURM et al., 2006; WHITE et al., 2014).

Assim como na invasdo dos hepatdcitos, 0s merozoitos se valem de
interacbes de membrana para a invasdo de células sanguineas do hospedeiro. O
parasita se liga a membrana da célula, e entdo, se utiliza de receptores para orientar
o complexo apical na dire¢do do eritrécito. Em seguida, trés organelas secretoras —
roptrias, micronemas e granulos densos (ilustrados na figura 5) — liberam moléculas

gue permitem a adeséo e invasao do parasita. Apos a invasao, ocorre a selagem da
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membrana do eritrdcito, evitando assim sua lise (BARROS et al., 2012; MILLER et
al., 2013).

Figura 5 - Representagcdo de um merozoito destacando as principais organelas e
estruturas celulares.
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Fonte: Adaptado de (COWMAN; CRABB, 2006)

Uma vez dentro da célula, o parasita consome o0s nutrientes da mesma e se
utiliza de sua membrana celular para a importagdo de nutrientes necessarios para
seu crescimento, inserindo proteinas proprias e expondo-as na superficie (WHITE et
al., 2014).

Os merozoitos se replicam assexuadamente, primeiramente formando o
trofozoito e em seguida evoluindo para esquizonte eritrocitico. Sao produzidos em
torno de 30 a 60 merozoitos por esquizonte, que sdo liberados na corrente
sanguinea quando a célula se rompe. Cada um dos merozoitos liberados é apto a
infectar novos eritrcitos e repetir o ciclo sanguineo (LEITE et al., 2013; WHITE et
al., 2014).

Alguns merozoitos apds de um numero indefinido de ciclos de replicacdo —
podendo variar entre as espécies de Plasmodium — se desenvolvem em formas
sexuadas diferenciadas, chamadas macrogametocitos (gametécitos femininos) ou

microgametoécitos (gametdcitos masculinos). Estas formas, ao serem ingeridas pelo
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vetor durante o repasto sanguineo, sdo levadas até o estbmago deste, onde com a
influéncia de moléculas proprias, &cido xanturénico, mudanca de temperatura e de
pH, sofrem ativacdo, dando continuidade ao ciclo no interior do hospedeiro
invertebrado (ALY; VAUGHAN; KAPPE, 2009; BRASIL, 2010).

No intestino delgado do mosquito, 0s gametocitos masculinos sofrem
gametogénese, produzindo de quatro a oito microgametas flagelados cada um, os
quais se fundem ao gameta feminino, formando um zigoto. O zigoto se desenvolve,
dando origem ao oocineto, que € uma célula alongada mével capaz de atravessar e
invadir a parede intestinal do mosquito. A transmigracdo pelas células epiteliais
causa a ativacdo do oocineto, iniciando sua transformacéo para oocisto. O oocisto
sofre multiplicagdo esporogbnica, formando milhares de esporozoitos, que sao
liberados na hemocele. Os esporozoitos sdo entdo carregados pela hemolinfa para
todos os tecidos do mosquito, incluindo suas pernas e veias das asas. Ao passar
pela lamina basal das glandulas salivares do mosquito, alguns ligantes dos
esporozoitos reconhecem receptores especificos do hospedeiro e aderem a lamina
basal. Os esporozoitos aderidos rompem a lamina e invadem as células das
glandulas salivares onde permanecem até serem injetados em um novo hospedeiro
vertebrado através da picada do mosquito (ALY; VAUGHAN; KAPPE, 2009;
CROMPTON et al., 2014; LEITE et al., 2013)

4.4 Manifestacfes Clinicas

A fase sanguinea é responsavel pela maior parte das manifestacfes clinicas
da doenca, pois 0 rompimento sincronizado de eritrocitos infectados faz com que
ocorra a liberacdo de proteinas do parasita e de restos celulares do hospedeiro na
corrente sanguinea, 0 que gera a ativacdo de macrofagos e mondcitos e liberagcéo
de citocinas pro-inflamatorias, ocasionando febre e outras manifestagfes clinicas

tipicas de maléaria ndo complicada (WHITE et al., 2014).

Os sintomas iniciais da malaria ndo complicada ndo séo especificos e podem
ser confundidos com os de uma doenca sistémica viral de baixa importancia. Cada
espécie de Plasmodium determina aspectos clinicos diferentes, mas em geral os
sintomas tipicos incluem dor de cabeca, fadiga, desconforto abdominal e dor nos
musculos e nas articulacdes. Estes sintomas podem ser seguidos por febre, calafrio,

sudorese, anorexia, vomito e indisposicdo. Em criancas pequenas ha mais chances
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de ocorrer anemia cronica e hepatoesplenomegalia, principalmente em regides nas
quais as reinfeccbes sdo comuns (TRAMPUZ et al.,, 2003; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2015).

Outra manifestacdo clinica caracteristica do acesso malarico € o carater
ciclico dos acessos febris, que ocorrem com a liberacdo do pigmento malarico. Os
ciclos podem ser de 3 dias, no caso de P. falciparum e P. vivax e sdao denominados
febre terca maligna e febre terca benigna, respectivamente (ALMEIDA et al., 2012;
HORTA et al., 2005).

Em alguns casos, as hemacias parasitadas se ligam ao endotélio de diversos
orgaos através da interacdo de proteinas do parasita, expressas na membrana da
célula infectada, dando origem a chamada “malaria complicada”. O tratamento
inadequado faz com que estas células continuem se acumulando, causando
obstrucdo de micro vasos e prejudicando a perfusdo de diversos 6rgdos, como
pulmao, figado, intestino e cérebro. Ocorre a manifestacdo de sintomas mais graves,
como anemia severa e hipoglicemia em criancas, e edema pulmonar agudo e
ictericia em adultos. Com a piora do quadro, podem surgir varias complicacfes
renais, desenvolvimento de sindrome cerebral (maléria cerebral) e morte (MILLER et
al., 2013; WHITE et al., 2014).

4.5 Diagnéstico

As técnicas de gota espessa e gota estendida consistem na procura do
parasita em sangue periférico utilizando microscopia de luz. Estes métodos séo até
hoje considerados padrdo ouro no diagnostico de malaria, por possuirem alta
sensibilidade, baixo custo e permitirem a quantificacdo de parasitas. No entanto,
guando a parasitemia é baixa, como no caso de amostras coletadas pos-tratamento
ou durante a fase cronica da doenca, a sensibilidade é muito baixa, podendo gerar
resultados falsos negativos. Além disso, estas técnicas sdo demoradas, e exigem
profissionais altamente treinados e experientes, recursos escassos e muitas vezes
ausentes em paises onde a doenca ndo € endémica (MURRAY et al., 2008;
PERANDIN et al., 2004).

Diante das dificuldades encontradas no método padréo, outros métodos de

diagnostico mais simples e sensiveis vém sendo desenvolvidos e tém se tornado
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mais comuns. Entre eles estédo: microscopia de fluorescéncia, Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) e testes rdpidos por imunocromatografia para a deteccdo de
lactato desidrogenase ou da proteina de P. falciparum rica em histidina (PfHRP2)
(TRAMPUZ et al., 2003).

PfHRP2 é uma proteina exclusiva de P. falciparum rica em histidina e os
testes rapidos baseados em sua deteccdo sdo praticos e ndo demandam
profissionais altamente treinados. No entanto, este teste pode gerar resultados
falsos, pois € possivel que o antigeno permane¢a no sangue por semanas apos 0
tratamento, o que limita seu uso em areas de alta transmissibilidade. Além disso,
algumas formas variantes da proteina tém sido identificadas e podem ser

responsaveis por resultados falsos negativos (MURRAY et al., 2008).

Os testes baseados na deteccédo de lactato desidrogenase e de aldolase de
Plasmodium séo efetivos na identificacdo de todas as espécies que afetam
humanos. No entanto, a sensibilidade é baixa em outras espécies além de P.
falciparum, principalmente para P. vivax, em casos de parasitemia abaixo de 200
parasitas por microlitro de sangue (MURRAY et al., 2008; PERANDIN et al., 2004).

Os testes rapidos sdo muito Uteis em investigacdes epidemioldgicas devido a
sua simplicidade e rapidez, porém, possuem alto custo e ndo quantificam a
parasitemia do individuo. Além disso, h4 uma desvantagem na deteccdo de
parasitas quando se trata de P. vivax, deixando clara a necessidade de estudos para
o desenvolvimento de métodos especificos mais sensiveis para esta espécie
(MUELLER et al., 2009; MURRAY et al., 2008; WHITE et al., 2014).

A PCR convencional para deteccdo da subunidade menor do RNA ribossomal
também pode ser usada, e o método de PCR em tempo real permite o
monitoramento continuo da formacdo dos produtos, além de possibilitar o
processamento de um grande numero de amostras ao mesmo tempo. Essas
técnicas possuem varias vantagens sobre as técnicas de microscopia e testes
rapidos, sendo altamente especificas e sensiveis, permitindo a deteccdo em
pacientes com baixa parasitemia (cinco parasitas por microlitro de sangue) e
oferecendo vantagem em infec¢gfes mistas. No entanto, este método também possui

algumas limitacées técnicas, como o alto custo e a necessidade de protocolos
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padronizados, o que dificulta seu uso como diagndstico de rotina (MUELLER et al.,
2009; MURRAY et al., 2008; PERANDIN et al., 2004).

4.6 Tratamento

Os medicamentos utilizados no tratamento da malaria podem ser divididos em
4 grupos (ilustrados na figura 6): os esquizonticidas sanguineos, que atuam nas
formas presentes nos eritrécitos; os esquizonticidas teciduais, que atuam nos
parasitas em desenvolvimento nos hepatécitos, incluindo os hipnozoitos; os
farmacos gametociticos que matam as formas sexuadas do parasita, de forma que
quando esse € picado por outro mosquito se evita a transmissao da doenga para o
inseto; e por ultimo, os farmacos esporonticidas, que atuam contra esporozoitos e
sdo capazes de matar as formas presentes no mosquito, logo apoés a picada. Muitas
vezes um Unico medicamento ou uma combinacao é capaz de atuar contra mais de
uma forma do protozoario e ser efetivo contra uma espécie, mas totalmente ineficaz
contra outras (BAIRD, 2004; FRANCA; DOS SANTOS; FIGUEROA-VILLAR, 2008).

Figura 6 - Tipos de antimalaricos de acordo com a fase do ciclo na qual atuam
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Fonte: Adaptado de (BAIRD, 2004)

Estes farmacos podem ainda ser classificados de acordo com seu modo de
acdo em quatro grupos principais: inibidores da hemozoina, inibidores do acido
folico, inibidores do transporte de elétrons mitocondriais e inibidores da transcricdo
procariética (CUNICO et al., 2008).



31

4.6.1 Inibidores da producédo de hemozoina

Quando dentro das hemécias, os parasitas precisam de uma grande
guantidade de nutrientes para sua replicacéo, e por terem capacidade limitada de
sintetizar aminoacidos, degradam a hemoglobina humana a fim de obter tais
nutrientes. O processo ocorre dentro do vacuolo digestivo do parasita apés
endocitose da hemoglobina (Hb). Com a quebra de Hb, diversos componentes sao
liberados, entre eles o grupo heme, ou ferriprotoporfirina 1X (FP), que é toxico ao
parasita, devido a sua capacidade de gerar oxigénio reativo. Para evitar a
toxicidade, o parasita agrega este composto, gerando um pigmento cristalino,
insolavel e ndo téxico chamado hemozoina (FITCH, 1998; O’'BRIEN et al., 2011).

Os antimalaricos quinolinicos, aril-alcodis, e derivados da artemisinina ficam
concentrados no vacuolo digestivo e sua acdo parece estar relacionada a
interferéncia no sequestro de FP e inibicdo da cristalizacdo da hemozoina, por
meio de interacdes com o grupo heme, fazendo com que o composto toxico se
acumule em concentracfes suficientemente altas para matar o parasita. Esta
interacdo explicaria a toxicidade dos medicamentos ao parasita, porém, o exato
mecanismo nado foi descrito até o momento (FITCH, 1998; FRANCA; DOS
SANTOS; FIGUEROA-VILLAR, 2008).

4.6.1.1 Derivados da artemisinina

A artemisinina (ou ginghaosu, como é conhecida em chinés) é um produto
natural extraido das folhas e flores de uma erva medicinal chinesa, a Artemisia
annua. Esta planta foi documentada entre 200 e 340 d.C. pelos chineses como
tratamento para calafrios e febre, com sintomas tipicos da malaria, como a ictericia.
O principio ativo foi isolado em 1972, mas as pesquisas envolvendo este composto
ja faziam parte de um projeto militar secreto japonés desde 1967, intitulado “Projeto
523", que tinha como objetivo ajudar os militares vietnamitas a combater a malaria,
conferindo assim uma vantagem estratégica contra os norte-americanos (MAUDE;
WOODROW; WHITE, 2010).

Classificado como uma lactona sesquiterpénica, este composto pode ser
facilmente reduzido, resultando na formacédo do metabdlito diidroartemisinina, que é

mais ativo do que a artemisinina em si. Varios outros compostos foram derivados a
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partir da diidroartemisinina, como o artesunato de sodio, o arteméter e o arteéter
(BALINT, 2001; MAUDE; WOODROW; WHITE, 2010).

Além de sua acdo pela interferéncia na formacdo da hemozoina, citada
anteriormente, existem outros modos de acdo sendo discutidos para a artemisinina e
seus derivados. Estes compostos possuem uma ponte de peréxido em sua estrutura
quimica, importante na sua acdo como esquizonticida sanguineo e gametocida
(BALINT, 2001).

Estudos mostram que a ponte de peroxido pode ser clivada pela reducéo do
ion ferroso presente no grupo heme da hemoglobina. Ao ser liberado, o peroxido
forma um ou mais radicais livres, que podem alquilar ou modificar covalentemente
proteinas, consequentemente lesando a membrana e causando a degeneracdo do
parasita no interior de eritrécitos (FRANCA; DOS SANTOS; FIGUEROA-VILLAR,
2008).

A atividade antimalarica da artemisinina e de seus derivados é muito rapida,
apresentando resposta de 1 a 3 dias apds o inicio do tratamento e reduzindo
rapidamente a parasitemia. A monoterapia ndo é recomendada, pois 0S compostos a
base de artemisinina apresentam alta taxa de recrudescéncia (em torno de 10%) e é
necessario um tratamento longo (7 dias) para que se obtenha o efeito terapéutico
desejado. Quando usada em combinacdo com outro medicamento antimalérico, o
tempo de tratamento cai para 3 dias e 0s parasitas sd0 menos expostos a
artemisinina, reduzindo a probabilidade do aparecimento de resisténcia. Estas
associagdes com derivados da artemisinina sdo chamadas ACT’s (terapia de
combinacdo baseada em artemisinina), e sao altamente recomendadas para o
tratamento de malaria resistente a outros medicamentos, principalmente a causada
por P. falciparum. Em 2006, se tornaram oficialmente as drogas de primeira escolha
no mundo todo para tratamento de malaria ndo complicada causada por P.
falciparum, por recomendagédo da organizacdo mundial de salude (BALINT, 2001;
BIAMONTE; WANNER; LE ROCH, 2013; MILLER et al., 2013).

Atualmente, a OMS recomenda a utilizacdo de 5 combinagdes de ACT's,
demonstradas na tabela 1, que sdo consideradas seguras e efetivas:
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Tabela 1 — Terapia baseada na combinacao de derivados da artemisinina

Componente a base ) Tempo de meia-vida  Areas onde a ACT é
o Droga associada ) .

de artemisinina da droga associada geralmente utilizada

Artesunato Mefloquina 2-3 semanas Sudeste Asiatico,

Ameérica do Sul
Arteméter Lumefantrina 3-4 dias Africa, sul da Asia,

Oriente médio,

Artesunato Amodiaquina ~10 dias Oeste africano
Artesunato Sulfadoxina- 3-7 dias Sul da Asia,
Pirimetamina Oriente Médio,
Diidroartemisinina Piperaquina 4-5 semanas Sudeste Asiético,
China, Africa

Fonte: Adaptado de (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014)

No entanto, ainda séo poucas as agéncias autorizadas a produzir os ACT’s,
tornando dificil a tentativa de suprir a demanda dos mesmos. Isso faz com que o
preco destes medicamentos seja até 20 vezes maior do que o de medicamentos nao
tdo eficazes e com alta taxa de resisténcia, como a cloroquina e sulfadoxina-
pirimetamina. Os altos precos tornam inviavel sua utilizacéo, principalmente levando-
se em consideracdo que a maioria dos paises, onde seu uso é mais necessario,
possuem uma verba de aproximadamente $100 per capita por ano para gastos com
salde (ARROW; PANOSIAN; GELBAND, 2004).

Em 2013, 79 dos 88 paises nos quais P. falciparum é endémico, ja haviam
adotado o protocolo de tratamento com base em ACT’s, conforme recomendado
pela OMS. No Brasil, o uso de combinados a base de artemisinina é preconizado
pelo Ministério da Saude em casos de malaria falciparum (BRASIL, 2010; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2014).

4.6.1.2 Familia das quinolinas

A quimioterapia da malaria precedeu as descobertas sobre o parasita em
aproximadamente 300 anos. No século XVII os padres jesuitas observaram que 0s
indios da América do Sul utilizavam a casca de uma arvore nativa do Peru no
preparo de chas e bebidas, ingeridas para tratamento de febre. Em 1742, a arvore
recebeu o nome cientifico de Cinchona sp. Em 1820, a quinina foi descrita como

principal componente ativo da casca da Cinchona ledgeriana e no inicio de 1821 seu
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po ja era comercializado no mundo todo, sendo conhecido como “p6 dos jesuitas”
(CUNICO et al., 2008; FRANCA; DOS SANTOS; FIGUEROA-VILLAR, 2008).

A familia das quinolinas € parte do grupo de inibidores da hemozoina, e seu
modo de acédo conhecido foi descrito anteriormente neste trabalho. Dentre estes
compostos, a quinina é uma das mais conhecidas por ser precursora das 4-
aminoquinolinas  (que incluem amodiaquina, cloroquina, piperaquina e
hidroxicloroquina), das 8-aminoquinolinas (primaquina e pamaquina) e dos alcoois
quinolinicos (lumefantrina, mefloquina e halofantrina) (FRANCA; DOS SANTOS;
FIGUEROA-VILLAR, 2008).

Dentre as 4-aminoquinolinas, a mais relevante é a cloroquina (CQ),
desenvolvida durante a segunda guerra mundial. A CQ é um esquizonticida
sanguineo que pode ser utilizado em infeccbes por P. falciparum ou P. vivax, sendo
um potente gametocitico, no caso de P. vivax. No Brasil, desde 1946, a dosagem
recomendada para tratamento com CQ em adultos € de 1,5 g distribuidos em 72
horas e, para a profilaxia, 0,3 g por semana. Durante anos a CQ foi utilizada como
monoterapia contra a maléria, fato que contribuiu para o aparecimento de cepas
resistentes a esta droga. A cloroquina ainda é utilizada no tratamento de infeccées
por P. vivax ndo resistente (BAIRD, 2004; BRAY et al., 2005).

Com a necessidade da descoberta de novos antimalaricos, foram sintetizados
alguns derivados da CQ, como a mefloquina e a amodiaquina, que possuem a
mesma acdo esquizonticida do composto original. A amodiaquina é muito
semelhante a CQ e foi descrita recentemente como um pré-farmaco (LEITE et al.,
2013).

A mefloquina € muito utilizada na prevencéo de malaria por seu grande tempo
de meia vida, fazendo com que seja necessaria apenas uma dose semanal do
medicamento. No entanto, € conhecida por gerar diversos efeitos adversos
neurologicos, como depressdo, psicose e pesadelos (BIAMONTE; WANNER; LE
ROCH, 2013).

As 8-aminoquinolinas sdo esquizonticidas teciduais, sendo a primaquina a
mais importante por sua potente agdo contra formas teciduais do Plasmodium. A

primaquina tem acdo lenta e é geralmente utilizada no tratamento de maléaria
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causada por P. vivax em conjunto com outras drogas, como a cloroquina.
Atualmente, é a Unica droga em uso provada totalmente efetiva contra gametdcitos
de todas as espécies de Plasmodium. No Brasil, para seu uso como hipnozoita, a
dose diaria recomendada é de 0,25 mg/kg durante 14 dias, com excecdo de
gestantes no primeiro trimestre e criangas menores de um ano de idade
(BIAMONTE; WANNER; LE ROCH, 2013; BRASIL, 2010).

Entretanto, ainda ha um grande problema envolvido no uso da primaquina:
em pacientes com deficiéncia de G6PD (Glicose-6-fosfato-desidrogenase), esta
droga pode gerar anemia hemolitica aguda fatal. Estima-se que 8% das pessoas em
zona endémicas possuam esta deficiéncia e o seu diagndstico é inacessivel na
maioria dessas regibes. Para tentar contornar este problema, os pacientes sob
tratamento com primaquina sdo orientados a procurar um médico aos primeiros
sinais clinicos de hemodlise (KEVIN BAIRD, 2013).

Outra 8-aminoquinolina conhecida é a pamaquina, famosa por ter sido a
primeira substancia sintética a ser usada em humanos com fins terapéuticos. Foi
primeiramente vista como um possivel inibidor do crescimento de plasmédio, por
Paul Erlich, que obteve sucesso ao curar dois pacientes utilizando o corante azul de
metileno. Em 1925, a estrutura do corante foi modificada por pesquisadores
alemaes, dando origem a pamaquina. Porém, a mesma possui alta toxicidade e seu
uso foi descontinuado apés um breve periodo (HOBBS; DUFFY, 2011; VALE;
MOREIRA; GOMES, 2005).

4.6.2 Inibidores da sintese do acido folico

O surgimento e a popularizacdo de antimalaricos inibidores da sintese do
acido folico ocorreram como resposta a crescente resisténcia a cloroquina. Durante
a guerra do Vietna, devido ao grande niumero de casos, 0 exército americano iniciou
extensa pesquisa, com a esperanga de encontrar algum medicamento eficaz no
tratamento de malaria resistente a CQ. Foi entdo que a Pirimetamina comecou a ser
comercializada e utilizada (CUNICO et al., 2008).

O &cido tetrahidrofdlico é sintetizado a partir do acido folico e € um importante
cofator em processos metabdlicos fundamentais para a viabilidade do parasita. As

principais enzimas envolvidas nesta sintese, e que sdo, portanto, alvos tradicionais
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para tratamento e profilaxia de malaria ha mais de meio século, sdo: a diidropteroato
sintase (DHPS) e a diidrofolato redutase (DHFR) (GREGSON; PLOWE, 2005;
HYDE, 2005; SCALERCIO, 2010).

O acido para-aminobenzéico (PABA) do hospedeiro é utilizado pela DHPS na
fase inicial da sintese. Analogos estruturais deste acido, que competem pelo sitio de
ligacdo da enzima DHPS, podem inibir a atividade da mesma, o que impede a
formacao de diidropteroato. Este € o mecanismo de acdo de farmacos como as
sulfonas (dapsona) e sulfonamidas (sulfadoxina, sulfadiazina e sulfaleno) (CUNICO
et al., 2008; FERONE, 1977; INOUE, 2014).

A enzima DHFR catalisa outra importante etapa da sintese: a conversao de
diidrofolato para tetrahidrofolato. As diaminopirimidinas (pirimetamina e trimetropim)
e biguanidas (proguanil, cloroproguanil e cicloguanil), inibem a atividade desta
enzima mimetizando o anel piridinico do seu substrato e competindo com seu sitio
ativo (CUNICO et al., 2008; INOUE, 2014).

A inibicio de DHPS e da DHFR gera reducdo na producdo do acido
tetrahidrofélico, o que pode prejudicar processos fundamentais para a sobrevivéncia
do parasita, como a biossintese de purinas e pirimidinas para a replicagdo de DNA e
o catabolismo de diversos aminoacidos, levando ao impedimento da divisdo nuclear
(CUNICO et al., 2008; HYDE, 2005; INOUE, 2014).

Os principais medicamentos desta classe séo a pirimetamina e a sulfadoxina.
A partir dos anos 1970, descobriu-se maior eficacia no tratamento quando ambas
foram ministradas de forma combinada, que foi denominada Sulfadoxina-
pirimetamina (SP). A meia vida de SP é de cerca de cinco dias, o tratamento era
feito em dosagem Unica, e foi altamente eficaz durante alguns anos. A combinacéo
era uma excelente alternativa, devido ao seu baixo custo e grande eficacia, porém,
devido ao surgimento de cepas resistentes que ocorreu pouco tempo depois de sua
implantagéo, deixou de ser utilizado como tratamento e atualmente & recomendado
apenas como prevencao para gestantes (PETERSEN; EASTMAN; LANZER, 2011).

A dapsona e o proguanil também foram utilizados em combinacdo, porém a

dapsona possui efeito hemolitico em pacientes com deficiéncia de G6PD, assim
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como a primaquina, mas de forma muito mais acentuada, por isso sua utilizagado nao
€ mais recomendada (PETERSEN; EASTMAN; LANZER, 2011).

4.6.3 Inibidores da transcricdo procariotica

Além dos medicamentos antimalaricos tradicionais, foi demonstrada em
estudos a eficicia de tetraciclinas, que sdo antibiéticos sintéticos derivados de uma
ciclina produzida por varias espécies do género Streptomyces. Estes medicamentos
oferecem uma alternativa de tratamento eficaz e de baixo custo, que pode ser
utilizada em casos de malaria resistente a cloroquina e SP e por isso, seu uso se
tornou recomendado pela OMS em 1985 (BARATA; BOULOS; DUTRA, 1986;
GAILLARD; MADAMET; PRADINES, 2015).

A doxiciclina é um dos antibiéticos mais utilizados neste contexto e que
apresenta maior evidéncia de sua efetividade contra malaria. Em P. falciparum, foi
demonstrado o bloqueio da expresséo do apicoplasto, impedindo o desenvolvimento
de parasitas viaveis. Outra teoria para seu modo de acdo € que atuem inibindo
diretamente a sintese de proteina e reduzindo a atividade mitocondrial (GAILLARD;
MADAMET; PRADINES, 2015; TAN et al., 2011).

Sua associacdo a antimalaricos se mostrou eficaz contra cepas de malaria
resistentes a CQ, podendo ser usada como profilaxia para viajantes e como
tratamento para malaria por P. falciparum, quando associada com sulfato de quinina
(quinino), e P. vivax, quando associada ao sulfato de quinina e a primaquina. No
entanto, seu uso é altamente contraindicado em gestantes e criangas menores de 8
anos (GAILLARD; MADAMET; PRADINES, 2015; TAN et al., 2011).

A clindamicina é outro antibiético que pode ser usado no tratamento de
malaria. Possui atividade antimalarica similar a da doxiciclina e é muito usada em
combinac&o com quinino na América do Sul e na Africa (PUKRITTAYAKAMEE et al.,
2000).

Uma das desvantagens na utilizacdo destes medicamentos é sua acao lenta,
por isso sdo sempre administrados em associagdo com esquizonticidas de agao
rapida, como o sulfato de quinino, para que ocorra prontamente a melhora dos
sintomas e seja evitada a complicacdo da doenca. Além disso, um ponto negativo no

uso destes medicamentos € a necessidade de um longo periodo de tratamento (em
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torno de sete dias) o que diminui a aceitacao por parte dos pacientes e aumenta a
probabilidade do uso incorreto da medicacédo (BARATA; BOULOS; DUTRA, 1986).

4.6.4 Inibidores do transporte de elétrons mitocondrial

A principal droga nesta categoria € a atovaquona, que comegou a ser
desenvolvida logo ap6s o inicio da segunda guerra mundial, durante a corrida
americana que visava a descoberta de novos antimalaricos que pudessem suprir a
alta necessidade da época (NIXON et al., 2013).

O Plasmodium vive em condi¢des anaerdbicas e por isso é necesséaria a acdo
da mitocondria em alguns processos metabdlicos. A Atovaquona é uma hidroxi-
nafto-quinona que atua como um inibidor competitivo da ubiquinona, inibindo a
cadeia de transporte de elétrons da mitocondria do parasita (CUNICO et al., 2008;
VALE; MOREIRA; GOMES, 2005).

A droga atua, mais especificamente, inibindo o acoplamento do complexo
citocromo bcl a diidroorotato desidrogenase, enzima fundamental na sintese de
nucleotideos. Esta inibicdo gera perda da funcdo mitocondrial e afeta a biossintese
de pirimidinas, necessérias a formacédo de nucleotideos, impedindo a replicacéo de
DNA e, consequentemente, levando a morte do parasita (BIAMONTE; WANNER; LE
ROCH, 2013; CUNICO et al., 2008; NIXON et al., 2013).

Além disso, ainda h& outro mecanismo de acdo sugerido para este
medicamento. Estudos mostram que a mitocondria pode exercer um papel na
cascata de morte celular programada (PCD) em protozoarios. Srivastava,;
Rottenberg; Vaidya (1997), sugerem que a inibicdo do transporte de elétrons
mitocondrial pela Atovaquona possa desencadear uma cascata similar a da PCD,

levando a morte do parasita.

A acdo da Atovaquona, assim como de outras drogas inibidoras dos
processos mitocondriais, foi demonstrada mais lenta do que de outras drogas
antimalaricas, provavelmente por atuar apenas em trofozoitos. Nos dias atuais, é
usada em combinagdo com o proguanil no tratamento de casos de malaria ndo

complicados e como profilaxia preventiva para viajantes (NIXON et al., 2013).
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4.7 Mecanismos moleculares que geram variabilidade genética

O genoma de P. falciparum possui 23 Mb, distribuidas por 14 cromossomos
haploides (durante os estagios no hospedeiro vertebrado). Grande parte é
constituida por AT, que representa uma porcentagem muito maior do genoma de P.
falciparum do que o de P. vivax, por exemplo (CONWAY, 2007; FENG et al., 2003).

Um dos atributos genéticos mais marcantes do parasita € a caracteristica
altamente polimorfica de seu genoma, que configura um grande desafio quando se
trata do desenvolvimento de vacinas e manutencdo da eficacia de antimalaricos. E
evidente que o parasita se beneficia de sua alta diversidade genética, mas o
mecanismo de manutencdo de tal diversidade ainda € desconhecido (DAS et al.,
2007; FENG et al., 2003).

A taxa de mutacbes de Plasmodium pode variar, ndo s6 entre as diferentes
cepas do parasita, mas também entre 0s cromossomos, que podem ser mais ou
menos propensos a recombinacdo. A taxa de recombinacdo pode ser influenciada
pela intensidade de transmissao e pela diversidade na populacéo local de parasitas
e possibilita a este que se adapte rapidamente as condicfes adversas (EKLAND;
FIDOCK, 2007; JIANG et al., 2011).

A distribuicdo geografica de cepas resistentes € influenciada por fatores como
diferenca de estratégia de tratamento, que resulta em uma diferente presséo
farmacoldgica, intensidade de transmissdo e diferenca na imunidade da populacao
(PASVOL, 2003).

As mutacdes genéticas envolvidas na resisténcia, em sua maioria, ocorrem
naturalmente, sendo consideradas mutacdes espontaneas. A resisténcia a
antimalaricos surge quando estas mutacfes espontaneas sao selecionadas por
diferentes concentracbes da droga, o que leva a inibicdo diferencial de distintas
populacbes genéticas do parasita. Portanto, podemos dizer que o inicio da
resisténcia ocorre em duas fases: na primeira, um evento genético produz uma
mutacdo “de novo”, conferindo vantagem ao parasita em relagdo a droga, e na
segunda, os parasitas resistentes sdo selecionados e se multiplicam, criando uma
populacdo parasitaria com susceptibilidade reduzida ao tratamento (ANGELICA;

FONG, 2008; CONWAY, 2007; SINHA; MEDHI; SEHGAL, 2014).
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Dentre os tipos de polimorfismos, estdo os microssatélites, que séo repeticdes
de pequenas sequéncias de nucleotideos, as pequenas inser¢cdes ou dele¢cbes
(indel) e os polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) (EKLAND; FIDOCK, 2007).

O tipo de mutacdo mais envolvido no desenvolvimento de resisténcia é o
SNP, caracteristico por envolver a troca de apenas uma das bases. Esta troca pode
gerar uma mutacdo sindnima (quando a mutacdo ndo interfere no aminoacido
codificado) ou uma mutacdo ndo sinbnima (quando a mutacdo altera o cédon de
forma que este passa a codificar um aminoacido diferente do original, podendo ou
ndo acarretar em mudanca ou perda de funcao da proteina produzida) (ALBERTS et
al., 2010).

Alguns estudos sugerem que devido ao seu genoma rico em AT, ocorre uma
reducdo no nimero de sitios sinbnimos, o que explicaria a grande quantidade de

nsSNP (Polimorfismos de nucleotideo Unico ndo sindnimos) (FENG et al., 2003).

Outra possivel explicacdo para o alto nimero de nsSNPs seria a selecdo
positiva gerada por pressdo de medicamentos ou do sistema imune sobre alguns

dos genes, além da escassez de sitios sinbnimos (FENG et al., 2003).

As nsSNP variam muito entre as populacdes de P. falciparum e precisam ser
estudadas mais profundamente, pois muitas delas acarretam variacdes funcionais
importantes para a saude publica e para o entendimento da biologia do parasita
(NEAFSEY et al., 2008).

4.8 Resisténcia

Um dos maiores obstaculos na luta contra a malaria € a resisténcia aos
antimalaricos. O primeiro caso reportado de resisténcia é o da quinina em 1844 e
depois em 1910, mas o mais relevante foi a resisténcia a cloroquina, que surgiu no
fim dos anos 60. Desde entdo, cada vez que um novo medicamento é introduzido
como um tratamento eficaz, a resisténcia ao mesmo surge pouco tempo depois,
prejudicando os esforcos para controle da doenca. Até mesmo no caso dos
derivados de artemisinina, que até entdo pareciam mais seguros em relacdo ao
desenvolvimento de resisténcia, jA houve relatos do aparecimento de cepas
resistentes, gerando uma grande preocupacéo (D’ALESSANDRO; BUTTIENS, 2001;
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PETERSEN: EASTMAN; LANZER, 2011; TALISUNA; BLOLAND; D’ALESSANDRO,
2004).

A resisténcia pode ser definida como a incapacidade de uma droga de realizar
o efeito desejado, mesmo quando sua concentragcdo na corrente sanguinea é
considerada adequada. No caso dos antimalaricos, quando estes ndo sdo mais
capazes de matar parasitas antes susceptiveis, é dito que houve desenvolvimento
de resisténcia (SHANKS, 2006).

Conforme explicado anteriormente, a resisténcia aos medicamentos ocorre
pela selecdo de parasitas com mutacdes genéticas aleatérias que conferem
vantagem aos individuos portadores (SHANKS, 2006; WHITE;
PONGTAVORNPINYO, 2003).

O aparecimento de cepas resistentes pode ser notado quando ha falha no
tratamento, alta taxa de recidivas ou aumento no niumero de casos em regiées onde
a doenca € controlada. No entanto, ndo € sempre que as falhas no tratamento
podem ser associadas ao aparecimento de resisténcia. Também podem ocorrer
como resultado de outros fatores como uso da dosagem incorreta, interrupcao do
tratamento antes do tempo recomendado, deficiéncia na absorgéo intestinal da
droga, entre outros (SHANKS, 2006).

O monitoramento de resisténcia é feito por testes padronizados de eficacia

terapéutica, testes in vitro e tipagem de marcadores moleculares (PASVOL, 2003).
4.8.1 Marcadores moleculares de resisténcia de P. falciparum

Os mecanismos de resisténcia envolvem mudancas na acumulacdo do
medicamento ou nos mecanismos de efluxo, como no caso da cloroquina,
amodiaquina, quinina, halofantrina e mefloquina, ou por uma reducgéo na afinidade
da droga com seu alvo, devido a mutagcbes pontuais nos genes que os codificam,
como no caso da pirimetamina, cicloguanil, sulfonamidas, atovaquona e artemisinina
(SINHA; MEDHI; SEHGAL, 2014)
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Os estudos a fim de encontrar marcadores de resisténcia a antimalaricos tém
se tornado cada vez mais comuns, e muitos ja foram descritos, conforme
demonstrado na tabela 2. Neste trabalho serdo abordados alguns dos principais

marcadores conhecidos para as drogas antimalaricas mais utilizadas.

Tabela 2 — Primeira resisténcia a antimalaricos relatada e marcadores moleculares

Droga antimalarica Data de introdugdo Primeira resisténcia relatada Marcador molecular
Quinino 1632 1910 pfinhe: microssatélite ms4670
Cloroguina 1945 1957 cri: CT25, M741, NT5DVE, K76T, A2208, Q271E
mdrl: N86Y, Y184F, 51034C, N1042D, D1246Y
Proguanil 1948 1949 dhfr: A16V, S108T ou N511, C59R, S108N. I164L
Sulfadoxina + 1967 1967 dhps: S436AF, A437G, K340E, A581G, A6135/T
Pirimetamina dhfr: N311, C59R, 5108N, I164L ou
C30F. N511. S108N. I164L
Mefloquina 1977 1982 Mudancas no nimero de copia pfindri
Halofantrina 1988 1993 Mudangas no nimero de copia pfindri
Atovaquona 1096 1996 cvt b: Y2685/N
Artemisinina 1971 1980 Amplificacio do nimero de copias de pfindrl,

Mutagdo de pfaipased e pfubp-1,
Recentemente, foi confirmada a mutagio no dominio K13-Propeller

Artesunato 1975 2008 NA
Artesunato + 2000 2009 Mudangas no nimero de copia pfindrl
Meflogquina

Fonte: (SINHA; MEDHI; SEHGAL, 2014)
4.8.1.1 Resisténcia a antifolatos

A resisténcia a antimalaricos inibidores da sintese de &cido folico foi
primeiramente documentada em 1969. Esta resisténcia consiste em mutacdes
pontuais em alguns genes, incluindo o pfdhfr, que codifica para a diidrofolato
redutase (DHFR). A maioria das mutacdes neste gene afeta aminoacidos proximos
ao sitio ativo, o que interfere na ligacdo de inibidores competitivos dos antifolatos
(COSTANZO; HARTL, 2011).

Ao contrario da resisténcia a CQ, a resisténcia a antifolatos surgiu
rapidamente. A resisténcia a pirimetamina surgiu meses apo0s sua introdu¢cado como
tratamento de primeira linha. Supfe-se que a mutacdo confira vantagem de
sobrevivéncia adicional, como eficiéncia na invasdo ou reproducdo. Outra
possibilidade é de que a desvantagem na auséncia da droga seja menor, quando
comparada a de fendtipos resistentes a cloroquina. A resisténcia a pirimetamina e

proguanil pode ocorrer simultaneamente (PASVOL, 2003).
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4.8.1.1.1 PfDHFR

As mutacdes do gene dhfr podem surgir e se manter independentemente de
pressao do medicamento, pois, ao contrario da maioria das mutacdes de resisténcia,
esta ndo causa prejuizo a aptidao do parasita e nem gera custos metabdlicos para a
sua manutencédo (COSTANZO; HARTL, 2011).

A DHFR de P. falciparum é codificada por um gene de copia Unica localizado
no cromossomo 4. Juntamente com a timidilato sintase, a DHFR forma uma enzima
bifuncional de 608 aminoé&cidos (PfDHFR-TS), que atua na conversao de diidrofolato
para tetrahidrofolato no ciclo da sintese do acido fdlico, e sua inibicdo gera a
supressdo da sintese de DNA, conforme explicado anteriormente (GREGSON;
PLOWE, 2005).

Dieckmann e Jung (1986), afirmam que em cepas resistentes a captacdo da
droga € a mesma que a observada em cepas sensiveis, e que a diferenca entre
ambas é a reducao da sensibilidade de DHFR a atividade inibitéria do medicamento,

gue pode ser até 300 vezes menor.

Uma mutacédo crucial, mas ndo exclusiva deste grupo, € a troca de uma serina
por uma asparagina na posicdo 108 do gene (S108N). Esta mudanca afeta a
acomodacdo da droga no sitio ativo da enzima, pois a interacdo entre o NH, da
asparagina 108 e o 4tomo de Cl da pirimetamina, faz com que esta seja deslocada
dentro do sitio ativo. O mesmo ocorre com o cicloguanil, mas em menor proporcao,
pois sua molécula € menos rigida (GREGSON; PLOWE, 2005).

Em outras cepas resistentes isoladas, foram observadas as mutagdes N51I,
C59R e 1164L. Estudos demonstram que estas mutacdes, apesar de ndo serem
essenciais, intensificam a resisténcia e geram aumento no valor de ICs
(concentracao inibitéria média) para pirimetamina. O efeito das mutagcdes N51I e
C59R ¢é essencialmente silencioso na auséncia de S108N, mas possui
caracteristicas aditivas em sua presenca. A mutacdo 1164L é frequentemente
relacionada a resisténcia cruzada entre pirimetamina e proguanil (CORTESE;
PLOWE, 1998; GREGSON; PLOWE, 2005).

As mutacdes N511 e C59R nao séo localizadas proximas ao sitio de ligacao,

mas estdo na mesma hélice do residuo 54, que é fundamental para a ligacdo do
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substrato. A cadeia lateral de C59R esta envolvida na ligagdo de DHFR, e gera uma
melhora na afinidade da ligacdo do substrato em presenca de S108N e N51I
(GREGSON; PLOWE, 2005).

Cepas com mutacdes triplas incluindo S108N, N511 e C59R chegam a ser 225
vezes mais resistentes a pirimetamina e 45 vezes mais resistentes ao Cicloguanil do
que as cepas do tipo selvagem, além de estarem envolvidas na resisténcia a outro
importante medicamento desta classe: o trimetropim (GREGSON; PLOWE, 2005).

A resisténcia ao cicloguanil ocorre frequentemente por uma mutacdo A16V,
que causa perda da sua planaridade devido a interacdo entre os grupos metil da
valina 16 e do cicloguanil, além de interferir na ligacdo de NADPH (GREGSON;
PLOWE, 2005).

Outras mutacfes descritas incluem a C50R, encontrada na América Latina
(similar a mutacao africana C59R), e uma repeticdo de 5 aminoacidos inserida entre
os codons 30 e 31, chamada Bolivia repeat, que compensa a reducado da funcao
enzimatica de PfDHFR causada pela mutacdo 1164L (BACON et al.,, 2009;
CORTESE; PLOWE, 1998).

4.8.1.1.2 PfDHPS

PfDHPS (diidropteroato sintase de P. falciparum) é um polipeptidio bifuncional
que aparece logo em seguida no processo de sintese do folato. Esta proteina é
codificada pelo gene pfdhps, que também codifica a enzima 7,8-diidro-6-
hidroximetilpterina pirofosfoquinase (GREGSON; PLOWE, 2005).

Estudos comparativos entre cepas resistentes e sensiveis as sulfonamidas
demonstraram cinco mutagdes em regides bem conservadas de dhps: S436A/F,
A437G, K540E, A581G e A613T/S, sugerindo a correlagdo destas com a resisténcia
a SP (SRIDARAN et al., 2010).

O mecanismo de resisténcia a sulfadoxina é muito similar ao dos inibidores de
DHFR, sendo que quanto maior o numero de mutagdes pontuais, maior o nivel de
resisténcia. Altos niveis de resisténcia requerem a presenca de mutacdes multiplas,

em adicdo a mutacdo nos cédons 436, 437 elou 540, indicando que talvez a
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mutacao destes codons seja essencial para a resisténcia a sulfonamida (PASVOL,
2003).

As mutacfes em pfdhps parecem apenas reduzir a capacidade de ligacdo da
enzima a droga, sem prejudicar a sua atividade normal. Estas mutacdes causam
uma alteracdo estrutural no sitio de ligacdo da enzima, fazendo com que a droga
seja incapaz de reconhecé-lo (PASVOL, 2003; SRIDARAN et al., 2010).

Quando se trata de resisténcia in vivo, ainda ha controvérsias sobre a
importancia das mutacdes de DHPS, principalmente aquelas envolvendo os cédons
436 e 613, mas sabe-se que é importante que haja resisténcia em algum nivel tanto
a sulfadoxina quanto a pirimetamina, para que a combinacdo (SP) ndo seja eficaz
(GREGSON; PLOWE, 2005; KUBLIN et al., 2002).

4.8.1.2 Mutacdes em genes transportadores

O genoma de P. falciparum codifica mdltiplos transportadores e os
polimorfismos nestas proteinas podem mediar a resisténcia a varios agentes
antimalaricos, como o sulfato de quinina e a cloroquina, aumentando o efluxo ou

diminuindo o influxo destes para a célula (CUI et al., 2015).
4.8.1.2.1 PfCRT

Um estudo comparativo entre cepas resistentes e sensiveis identificou uma
regido de 36 Kb no cromossomo 7, possivelmente responsavel pela resisténcia a
cloroquina. Foi entdo identificado o gene pfcrt (Transportador de resisténcia a
cloroquina de P. falciparum), que codifica uma proteina transmembrana de 424
aminoacidos (PfCRT), localizada no vacuolo digestivo (VD) do parasita. Homoélogos
desta proteina foram identificados em varias espécies de Plasmodium, incluindo o P.
vivax. No entanto, em P. vivax ndo foi encontrada correlacdo alguma entre a
mutacdo do gene homologo e reducdo na sensibilidade a CQ, sugerindo-se um
diferente mecanismo de desenvolvimento de resisténcia para esta espécie (BRAY et
al., 2005; PETERSEN; EASTMAN; LANZER, 2011).

A tentativa de criacdo de mutantes com delecdo de pfcrt falhou diversas
vezes, sugerindo um papel fundamental desta proteina para a sobrevivéncia do

parasita. Estudos demonstraram que, enquanto em cepas sensiveis ocorre grande
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acumulo de cloroguina no vacuolo digestivo do parasita, has cepas resistentes este
acumulo é significativamente menor (PETERSEN; EASTMAN; LANZER, 2011).

Dentre as mutacdes identificadas no gene pfcrt, a mais importante é a
substituicdo de uma lisina por uma treonina no residuo 76 (K76T). Parasitas com
esta mutacdo possuem ao menos trés mutacdes adicionais, que provavelmente
compensam a perda de func¢do causada pela mutacéo inicial. Ao menos 19 residuos
polimorficos adicionais foram identificados em experimentos de suscetibilidade,
fazendo deste, um gene extraordinariamente polimoérfico. H& véarias hipoteses sobre
0 mecanismo de acdo gerado por estes polimorfismos, em especial pelo K76T,
porém ainda ndo ha evidéncias suficientes que suportem estas teorias (PETERSEN,;
EASTMAN; LANZER, 2011; TRAVASSOS; LAUFER, 2009).

7

Uma hipétese mais recente € a de que a presenca da lisina carregada
positivamente na posi¢cdo 76 no tipo selvagem de PfCRT repeliria a forma cationica
de CQ, prevenindo sua interacdo com o transportador. Ja na forma mutante, a
substituicdo por tirosina remove a carga positiva permitindo que CQ interaja com o
transportador PfCRT e saia do vacuolo em dire¢cdo ao gradiente de concentracdo
(BRAY et al., 2005).

Outra hip6tese € que parasitas resistentes a CQ mantenham um pH elevado
no interior do VD, levando a uma reduc¢do no acumulo de CQ em sua forma estavel.
Em teoria, cada molécula de CQ pode se associar a dois prétons, gerando gradiente
de concentracdo na membrana do VD, proporcional ao quadrado do gradiente de
prétons. Sendo assim, mesmo uma pequena alteracdo no pH teria um dramatico
efeito na concentracdo de CQ nessa organela. No entanto, as evidéncias que
suportam ambas as teorias ainda nao sdo suficientes e o assunto continua em
discusséo (BRAY et al., 2005).

s

A resisténcia a cloroquina em Plasmodium falciparum é multigénica e em
experimentos in vitro foi observada a modulacdo do nivel de resisténcia por
mutacdes secundarias na proteina transportadora PFIMDR (Proteina de P. falciparum
de multirresisténcia a droga), quando em conjunto com a mutacdo em PfCRT, mas o
papel destas mutagdes na determinacao da resposta terapéutica ao tratamento com
cloroquina ainda ndo € bem entendido (TRAVASSOS; LAUFER, 2009; WHITE,
2004).
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Outras mutacdes adicionais foram localizadas nas posi¢des 72 a 78, 97, 220,
271, 326, 356 e 371, e se supbe que estejam entre 0S segmentos
transmembranicos. A mutacédo no codon 220, na qual ocorre a troca de arginina por
serina acompanha a maioria das mutacbes K76T. Como dito anteriormente, é
provavel que a maioria das mutac¢des adicionais seja compensatoéria e que permitam
ao parasita manter sua aptiddo, mesmo com a perda de funcdo enddégena associada
a mutacdo K76T. Entretanto, ndo se pode ignorar a hipétese de que algumas
contribuam diretamente com a alteracdo de sensibilidade a agentes antimaléaricos
(BRAY et al., 2005; CUI et al., 2015; TALISUNA; BLOLAND; D’ALESSANDRO,
2004).

As alteragbes de PfCRT também influenciam a suscetibilidade a outros
antimaléricos além da CQ, incluindo amodiaquina, quinino e lumefantrina. Estudos
mostram que mutacdes no cédon 76 podem aumentar a sensibilidade do parasita a
mefloquina e artemisinina. Além disso, foi demonstrado que PfCRT é fosforilado nos
residuos S33, S411 e T416, e esta fosforilacdo pode ter um papel importante na
regulacdo da atividade transportadora ou na especificidade da proteina (CUI et al.,
2015; PETERSEN; EASTMAN; LANZER, 2011).

4.8.1.2.2 PfIMDR

Conforme explicado anteriormente, PfCRT ndo € a Unica proteina envolvida
na resisténcia a cloroquina. Estudos indicam que muta¢cdes no gene pfmdr (gene de
P. falciparum de multirresisténcia a droga) modulam a extensdo da resisténcia
conferida por mutacdes em PfCRT (TRAVASSOS; LAUFER, 2009).

O gene pfmdrl, localizado no cromossomo 5, codifica Pgh-1 (Glicoproteina-P
homologa 1), uma bomba de glicoproteina dependente de ATP, envolvida na
expulsdo de diversos agentes quimioterdpicos da célula. Alguns resultados
identificaram Pgh-1 como moduladora da absorcdo e secre¢do da cloroquina em
culturas de parasita in vitro e apesar dos polimorfismos n&o serem primordiais para a
resisténcia, possuem um importante papel na modulacdo da mesma quando na
presenca de polimorfismos do gene pfcrt (SILVA; OLIVEIRA, 2002).

hY

Evidéncias experimentais mostram que amplificacdes de pfmdrl levam a

reducdo na sensibilidade ao quinino, halofantrina, lumefantrina, mefloquina e
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artemisinina. Ja polimorfismos nos aminoacidos 86, 184, 1034, 1042 e 1246 de Pgh-
1, além de alterarem a sensibilidade a estes farmacos, podem também ser
associados a alteracéo na resposta & CQ. Na Africa, as mutacdes N86Y e D1246Y
sdo comuns e foram relacionadas a reducédo na sensibilidade a CQ e amodiaquina
respectivamente. A alteracao de pfmdr é secundaria quando se trata de resisténcia a
CQ, mas é muito importante na reducdo de sensibilidade a mefloquina, a
halofantrina e ao quinino (EKLAND; FIDOCK, 2007; PASVOL, 2003; SANCHEZ et
al., 2008; SHAH et al., 2015).

Atualmente no Brasil todas as cepas conhecidas de P. falciparum possuem

mutacdo que confere resisténcia a cloroquina (PINHEIRO, 2013).
4.8.1.2.3 PIMRP1

PfMRP1 (Proteina de P. falciparum associado a mudltipla resisténcia) é
membro da superfamilia de proteinas transportadoras. Polimorfismos de nucleotideo
Unico (SNPs) nesta proteina foram correlacionados com reduc¢éo na sensibilidade a
cloroquina e ao sulfato de quinina em experimentos in vitro (CUI et al., 2015)

4.8.1.2.4 PINHE

O gene pfnhel (Gene trocador de sédio-hidrogénio de P. falciparum) esta
localizado no cromossomo 13, codifica uma proteina responsavel pela troca de
Na‘/H* (PfNHE) e é altamente polimorfico. PINHE é uma proteina transmembrana
composta por 1920 aminoacidos, localizada na membrana plasmatica do parasita.
Sua funcéo nao foi completamente elucidada, mas a hipétese é de que esta proteina
transporte ativamente protons para o meio extracelular para manter o pH do parasita
a 7,4, compensando a acidez gerada pela glicélise, que é a maior fonte de energia
do parasita (PETERSEN; EASTMAN; LANZER, 2011).

Polimorfismos em um dos trés microssatélites de pfnhel, com um aumento
nas repeticdes de DNNND em ms-4760 foram associadas com um aumento no I1Csg
e uma moderada resisténcia a quinina em testes in vitro. Além disso, a reducdo da
expressdo de pfnhe demonstrou uma associacdo entre o nivel de expressdo da
proteina e o grau de resisténcia a droga (CUI et al., 2015; EKLAND; FIDOCK, 2007,
VALDERRAMOS; FIDOCK, 2006).
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Pesquisas tentando relacionar as mutagces a resposta clinica ao tratamento
com diferentes drogas ainda sdo inconsistentes, mas além do moderado impacto na
sensibilidade a quinina, parecem afetar a sensibilidade a outras drogas (CUI et al.,
2015; GADALLA et al., 2015).

4.8.1.2.5 PfATP6

Uma das proteinas do parasita que tem sido muito estudada é a PfATP6
(Ca+2-ATPase do reticulo sarcoplasmético de P. falciparum), um ortélogo da
SERCA de mamiferos. Alguns estudos utilizando ensaios de resposta dose-
dependente demonstraram uma reducao da sensibilidade a artemisinina mediante a
mutacdo no gene pfatp6 (Gene Ca+2-ATPase do reticulo sarcoplasmatico de P.
falciparum) (O’'BRIEN et al., 2011).

Alguns estudos sugerem uma associacdo entre a mutacdo S769N e um
aumento nos valores de ICso de arteméter, fazendo com que esta mutacdo seja
sugerida como marcador de resisténcia. Além disso, parasitas sensiveis a
artesunato carregando mutacdo neste gene foram identificados no Camboja e na
Guiana Francesa, mas curiosamente, o polimorfismo nédo foi encontrado na China,
onde a artemisinina tem sido usada ha mais tempo. Ainda ndo é completamente
entendido o papel de PfATP6 do modo de acdo dos derivados de artemisinina
(TRAVASSOS; LAUFER, 2009; VALDERRAMOS; FIDOCK, 2006).

4.8.1.3 Resisténcia a artemisinina

A artemisinina € considerada a droga de primeira linha no tratamento de
malaria. Desde o inicio do uso de ACT’s, houve uma atenuagao no impacto mundial
de maléaria e até poucos anos atrds a Unica caracteristica de resisténcia que havia
sido citada era uma reducdo na sensibilidade causada pela amplificacdo do niamero
de copias de pfmdr. No entanto, foi descoberta a associagdo de outra proteina a
resisténcia, a proteina Kelch (K13), codificada por um gene localizado no
cromossomo 13 de P. falciparum. Foi demonstrado que mutacdes nesta proteina
levam a reducéo na sensibilidade a artemisinina, colocando em risco sua utilizacéo e
preocupando os cientistas de todo o mundo (FAIRHURST, 2015; TAKALA-
HARRISON et al., 2015)
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A resisténcia foi relatada primeiramente na parte ocidental do Camboja e
agora foi encontrada em outras partes do Camboja, na Tailandia, Mianmar, Vietnam
e China (FAIRHURST, 2015; TAKALA-HARRISON et al., 2015)

A validacdo de K13 como um marcador molecular para a resisténcia de
artemisinina foi feita demonstrando que havia uma mutacdo C580Y predominante
nas cepas do Camboja ocidental, e esta, juntamente com as mutacdes Y493H e
R539T estavam associadas com uma maior taxa de sobrevivéncia dos parasitas e
aumento no tempo de depuracgéo do parasita (FAIRHURST, 2015)

4.8.2 Marcadores moleculares de resisténcia de P. vivax

As cepas de P. vivax resistente & CQ surgiu na Asia nos anos 80 e se
espalhou para América do Sul. P. vivax também apresenta resisténcia a outras
drogas, incluindo antifolatos, no entanto pouco se sabe sobre marcadores

moleculares e sobre 0 mecanismo de resisténcia desta espécie (WWARN, 2016).

O estudo de marcadores moleculares de resisténcia de P. vivax tém se
baseado na analise de marcadores ja conhecidos de P. falciparum, por isso, as mais
estudadas sédo as proteinas PvMDR1, PvCRT, PvDHFR e PvDHPS (PETERSEN;
EASTMAN; LANZER, 2011).

Foi demonstrada uma associacdo entre PvMDRL1 e alteracdo na sensibilidade
a CQ, em particular a mutacdo Y976F. No entanto, em alguns estudos, foram
encontrados parasitas resistentes com o tipo selvagem do gene ou com mutacdes
diferentes, fazendo com que o papel desta proteina na resisténcia do parasita seja
questionado. Ja no caso de PVCRT ndo foi possivel estabelecer uma relacéo direta
entre mutacdes neste gene e a resisténcia a CQ (GONCALVES; CRAVO;
FERREIRA, 2014; PETERSEN; EASTMAN; LANZER, 2011).

Em localidades onde a combinagdo SP é muito utilizada foram encontradas
mutacdes em PvDHFR e PvDHPS, que séo alvo destes medicamentos. Também foi
demonstrada uma ligagdo entre a variagdo no numero de copias de pvmdrl e a
alteracdo na sensibilidade do parasita & mefloquina e ao artesunato (PETERSEN;
EASTMAN; LANZER, 2011).



51

5 CONCLUSAO

A malaria continua sendo um grande problema mundial, afetando milhdes de
pessoas todos os anos. Medidas visando controle e prevencédo desta doenca sao
aprimorados cada vez mais, porém, a resisténcia a medicamentos antimalaricos

continua sendo um desafio.

O mapeamento de genotipos resistentes e estudo de marcadores moleculares
possuem uma qualidade preditiva e podem ser utilizados no rastreamento de cepas
resistentes, para que possa haver a elaboracdo de uma estratégia que possibilite a
contencdo da disseminacao de tais cepas. Além disso, o melhor entendimento do
genoma do parasita e dos mecanismos que levam a resisténcia pode auxiliar no
desenvolvimento de taticas para aumentar a eficacia de medicamentos ja em uso e

de medicamentos em desenvolvimento.

O monitoramento da resisténcia a antimalaricos é tdo importante no controle e
na tentativa de erradicagcdo da doenca quanto outras taticas preventivas e de
controle, demonstrando, portanto, a necessidade da continuidade de estudos
aprofundados sobre os possiveis marcadores moleculares, os tipos de resisténcia e

sua forma de aparecimento.
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