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Resumo

A faléncia terapéutica aos antimalaricos constitui um problema relevante para 0s
pacientes, um obstaculo e desafio para os programas de controlo da maléria.

Com base nos estudos de eficacia terapéutica e de acordo com as recomendacgdes da OMS,
em 2006, Angola substituiu a cloroquina pela combinacdo Artemeter + Lumefantrina
(AL) como farmaco de 12 linha, no tratamento de malaria ndo complicada.

Sendo a faléncia terapéutica uma ocorréncia multifatorial, realizamos um estudo
integrado, que incluiu fatores inerentes ao parasita e, 0s associados a metabolizacdo de
farmacos no hospedeiro humano.

Foram incluidos 103 pacientes com malaria ndo complicada, selecionados entre 2011 e
2013, tratados com AL, seguidos durante 28 dias, de acordo com o protocolo da OMS
para o estudo de eficicia terapéutica e colhidas amostras de sague para exames
moleculares e HPLC.

A extracdo de DNA das amostras sanguineas em papel de filtro foi realizada com Fenol-
Cloroférmio. A identificacdo de espécies de Plasmodium e a genotipagem do pfmsp2
foram efetuadas por Nested-PCR; os polimorfismos nos genes pfmdrl e pfatp6 de P.
falciparum e os SNPs em genes das familias MDR1 e CYP450 no hospedeiro humano
foram analisados por PCR-RFLP e RT-PCR, tendo os SNP’s do pfK13 sido processados
por sequenciacao.

A taxa de cura foi de 91,3%; 12,6% (n = 13) dos 103 pacientes apresentavam parasitémia
no D3; 73,4% das amostras eram portadoras do alelo selvagem pfmdrl 86N, tendo o alelo
mutante pfmdrl-1246Y sido identificado em apenas uma amostra; 11% das amostras
apresentaram aumento do namero de cépias do pfmdrl; ndo foram identificadas amostras
portadoras de mutacdo no SNP 769 do gene pfatp6, nem de mutacGes nos coddes
estudados do gene pfK13.

Relativamente aos polimorfismos nos genes do hospedeiro humano, as variantes que
codificam para proteinas de atividade alterada apresentaram as seguintes frequéncias:
MDR1 3435TT (6,9%), MDR1 129CC (1%); CYP1Al * 2B (0%); CYP2C8 * 2 (4%),
CYP2C8 * 3 (0%); CYP3A4 * 1B (54,5%) e CYP3A5 * 3 (4,85%).

Os resultados deste estudo sugerem uma alteracdo do perfil do P. falciparum no que
concerne a genética e a suscetibilidade & Artemeter + Lumefantrina em comparag&o com
os dados de 2004; a resposta clinica apds tratamento com AL ndo foi associado com 0s
SNPs analisados no parasita; a taxa de faléncia encontrada (8.7%) ndo justificam uma
mudanca de politica terapéutica do pais, de acordo com as diretrizes da OMS, mas
reforcam a necessidade de uma monitorizacao regular do farmaco.

Em relacdo aos polimorfismos em genes humanos, os SNP’s analisados apresentaram
frequéncias alélicas semelhantes as reportadas noutros estudos em populagdes africanas.
Nao foram observadas associagdes significativas entre os SNP’s analisados nos genes
CYP3A4/5 e a resposta terapéutica a AL; no entanto, foi observada uma associagédo
significativa entre a variante mutante ABC1 3435TT e pacientes com parasitémia
recrudescente no periodo de tratamento, o0 que sugere um envolvimento deste
transportador na resposta ao tratamento com Artemeter + Lumefantrina.

Foram constatadas frequéncias relevantes das variantes alélicas dos genes CYP1B1 e
CYP2C8, com atividade enzimatica associada a lenta metabolizacdo da amodiaquina, 0
que sugere a existéncia na populacéo analisada, de risco de efeitos adversos ao tratamento
contendo amodiaquina.

Palavras-chave: Resposta terapéutica, Plasmodium falciparum, polimorfismos, ACT,
farmacogenética.



Abstract

Antimalarials therapeutic failure is a relevant problem for patients, an obstacle and
challenge to the malaria control programs.

Based on therapeutic efficacy studies and in accordance with WHO recommendations, in
2006, Angola replaced chloroquine by Artemether + Lumefantrine (AL) combination as
first line drug for the malaria uncomplicated treatment.

Considering the therapeutic failure as a multifactorial event, we developed an integrated
study, which includes factors inherent to the parasite susceptibility as well as those
associated with the metabolism of drugs in the human host.

103 patients with uncomplicated malaria were include between 2011 and 2013, treated
with Artemether + Lumefantrine, followed for 28 days, according to the WHO Protocol
for the therapeutic efficacy study and blood samples were collected for molecular
analyses and HPLC.

DNA extraction from blood samples on filter paper was processed by Phenol-Chloroform

method. Plasmodium species identification and pfmsp2 genotyping were performed by
Nested-PCR; polymorphisms in the pfmdrl and pfatp6 of malaria P. falciparum genes
and those in CYP450 and MDR1 families genes of the human host was analyzed by RFLP-
PCR and RT-PCR and the pfK13 SNP's were performed by sequencing.
The cure rate was 91.3%; 12.6% (n = 13) of 103 patients had parasitémia in the D3. The
wild type pfmdrl 86N allele was found in 73.4% of the samples; mutant pfmdrl-1246Y
was identified in only one sample; 11% of samples showed an increase in the pfmdrl
number of copies. No samples had mutation in the 769 SNP of the pfatp6 gene, as well as
in the studied codons of the pfK13 gene.
Regarding to the human host genetic polymorphisms, the allelic variants encoding for
proteins with altered activity showed the following frequencies: MDR1 3435TT (6,9%),
MDR1 129CC (1%); CYP1A1 * 2B (0%); CYP2C8 * 2 (4%), CYP2C8 * 3 (0%); CYP3A4
* 1B (54,5%) e CYP3A5 * 3 (4,85%).
The results of this study suggest some change of the P. falciparum regarding the
susceptibility to AL combination and to the genetics profile in comparison with 2004
data.
The clinical outcome after AL treatment was not associated with any allelic status of the
analyzed SNPs of the parasite; the failure rate found (8.7%) do not justify a therapeutic
policy change according to WHO guidelines, but reinforce the need for regular drug
monitoring.
In relation to the human host genetics, the analyzed SNP's displayed allele frequencies
similar to those usually reported in other studies in African populations. No significant
associations were detected between the analyzed SNP's of CYP3A4/5 genes and AL
treatment outcomes; however, it was observed a significant association between carriers
of the ABC1 3435TT mutant variant and malaria recrudescence, which suggests some
involvement of this allele in the AL treatment response.
There were observed relevant frequencies of mutant variants of CYP1B1 and CYP2C8
genes encoding to enzymes associated with low metabolizing activity for amodiaquine,
that suggests the existence in the studied population a potential risk of adverse effects to
treatment containing amodiaquine.

Key words: Therapeutic response, Plasmodium Falciparum, Polymorphisms, ACT,
Pharmacogenetics.
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Lista de Abreviaturas, siglas ou acronimos

A - Variagéo ou diferenca

Kg - micrograma

pl - microlitro

A - Adenina

a.a. - aminoacido

ABC — Regido de ligacdo ao ATP (ATP binding cassette)
ACT — Combinacdes Terapéuticas baseadas em Artemisinina
AL - artemeter-lumefantrina

AMQ — Amodiaquina

HAP - arila e aminas heterociclicos,

ATP - adenosina trifosfato

bp — Pares de bases

C - Citosina

cDNA — Acido desoxirribonucleico complementar
CO: - didxido de carbono

CQ - Cloroquina

Ct — Treshold cycle (ciclo onde ocorre um aumento significativo da fluorescéncia
emitida)

Chr. — Cromossoma

CYP - Citocromo P450

DEAQ - desethylamodiaquine

df — grau de liberdade estatistico

DHA - dihidroartemisinina

DLF - desbutil-lumefantrina

DNA - 4cido desoxirribonucleico

DNAse — Desoxirribonuclease |

dNTPs - Desoxirribonucleotideos trifosfato

dp — Desvio padréo

EDTA — acido etilenodiamino tetra-acético

FP-XI — ferriprotoporfirina 1X

G - Guanina

h - Hora
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IC — Concentrago inibitoria

IC50 — dose que inibe 50% dos parasitas

IRBC - infected red blood clearance (eliminacédo dos eritrocitos infetados)
IHMT - Instituto de Higiene e Medicina Tropical

Kb -kilo base

kDa — Kilo Dalton

MDR — Multi Drug Resistance

mg - miligrama

min — Minuto

ml — mililitro

MO - microscopia otica

MQ — Mefloguina

MRNA - &cido ribonucleico mensageiro

nM - nano molar

Locus - local fixo num cromossomo onde esta localizado determinado gene ou
marcador genético (plural de locus € loci)

LUM - Lumefantrina

O>" - radical superdxido

°C - graus centigrados

OH - radical hidroxilo

OMS — Organizac¢do Mundial de Saude

p/v — peso/ volume

pb - pares de bases

PBS — tampao fosfato

PCR — Reacdo de polimerizacdo em cadeia (Polimerase Chain Reaction)
PCR-RFLP — Polimerase chain reaction — Restriction fragment length polymorphism
pfs-actinal — Gene Plasmodium falciparum g actinal

pfmdrl — Gene Plasmodium falciparum multidrug resistance 1

pfmsp2 — gene Plasmodium falciparum merozoite surface protein 2
Pghl — Proteina Plasmodium falciparum multidrug resistance 1

QN — Quinino

R — Resistente

RSA — Ring-stage Survival Assay

RNA - 4cido ribonucleico
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rpm — Rotagdes por minuto

rRNA — Acido ribonucleico ribossomal

RT PCR — Real time — polymerase chain reaction

S — Sensivel

SDS - Dodecil sulfato de sddio

SNP — Single Nucleotide Polymorphism

T - Timidina

TBE — Tampdo constituido por Tris, acido borico e EDTA
TE — Tampao de eluigdo constituido por Tris EDTA
TRD - Testes rapidos de diagnostico

TRIS — Tris (hidroximetil) aminometano

U — Unidades

UEI — Unidade de Investigagéo e Ensino

UNL — Universidade Nova de Lisboa

UV — ultravioleta

WT — wild type ou tipo selvagem

V —Volt

V/V — volume/volume
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Maléria por Plasmodium falciparum em Angola - Introducéo

I.1. Situacdo atual de malaria

A maléria é uma doenca, causada por protozoarios do género Plasmodium, um parasita
intracelular que se transmite por picada do mosquito fémea do género Anopheles [1].
Esta doenca constitui a maior causa de morbilidade nos paises onde é endémica. De
acordo com o relatdrio da Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) de 2016, cerca de 3,2
bilhdes de pessoas vivem em &reas onde ocorre o risco de transmissdo da maléria; foi
registada uma média de 216 milhdes de casos e 445.000 de dbitos por maléria, dos quais
cerca de 90% ocorreram na regido Africana [2].

Devido a auséncia de uma vacina viavel, as principais estratégias para o combate a
doencga, atualmente, sdo baseadas no controlo da exposi¢do do hospedeiro humano ao
vetor e ao agente causal, no diagnostico precoce e tratamento atempado com
antimalaricos eficazes e seguros [3, 4]. No entanto, ao tratamento da malaria estdo
associadas algumas dificuldades, nomeadamente o nimero limitado de antimalaricos
eficazes disponiveis, os quais tém acdo especifica para cada fase morfolégica do
plasmodio e a tendéncia do parasita para desenvolver resisténcia aos farmacos [5]. Estes
fatos implicam a necessidade de se adotar politicas racionais de tratamento da doenca,
adaptadas a situacao especifica de cada pais [4].

O sucesso dos programas de tratamento da malaria depende de diversos fatores, tais como
o tipo de regime terapéutico adotado, a disponibilidade de medicamentos antimalaricos
de qualidade e a aderéncia da populacdo aos regimes de tratamento e de prevencao [5].
Outros aspetos pertinentes para 0 sucesso do tratamento da malaria incluem fatores
genéticos associados a suscetibilidade e resisténcia do parasita aos antimalaricos [6] e a
metabolizacdo dos farmacos pelo hospedeiro humano [7].

No dmbito do controlo da malaria, a OMS recomenda 0 uso de combinagdes terapéuticas
a base de artemisinina (ACT) e a realizacdo de estudos para monitorizacdo da resposta
terapéutica dos antimalaricos de primeira linha [8]. Estas diretrizes tém como objetivo
confirmar a sua eficacia, detetar precocemente faléncias terapéuticas e eventualmente a
resisténcia do parasita aos antimalaricos, no entanto, ndo se encontram estabelecidas

normas formais associados ao controlo do metabolismo dos antimalaricos pelo paciente

[8].
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1.2. Epidemiologia da maléaria

A transmissdo e manutencdo da malaria na populacao resultam da interacé@o entre quatro
componentes principais: a) 0 agente etiologico (Plasmodium); b) o hospedeiro

vertebrado; c) o hospedeiro invertebrado (mosquito/vetor) e d) o meio ambiente [1].

1.2.1. Agente etioldgico

Os parasitas causadores de maléria pertencem ao filo Apicomplexa, familia Plasmodiidae
e ao género Plasmodium (P.). Atualmente sdo conhecidas cerca de 150 espécies
causadoras de maléria em diferentes hospedeiros vertebrados. Destas, apenas cinco
espeécies infetam o Homem: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale e, no sudeste
Asiatico, o parasita responsavel pela maléaria de macacos, P. knowlesi, cuja identificacéo
s0O é garantida por métodos moleculares. A maioria das mortes em humanos, causada pela

malaria, deve-se ao P. falciparum [1, 9].

1.2.1.1. Ciclo evolutivo do Plasmodium no hospedeiro humano

O ciclo de vida das espécies de Plasmodium que afetam o ser humano apresenta duas
fases complementares: uma fase sexuada (com desenvolvimento no mosquito do género
Anopheles) e outra assexuada (no hospedeiro humano) [1 , 9]. Na fase sexuada
(esporogonia) ocorre a multiplicacdo do parasita em algumas espécies de mosquitos do
género anofeles; enquanto na fase assexuada enddgena (esquizogonia) a multiplicacao do
parasita ocorre no humano. Esta Ultima fase inclui o ciclo que evolui nas células do
parénquima hepético (esquizogonia tecidual) e o ciclo que se desenvolve nos globulos
vermelhos (esquizogonia eritrocitica) [1, 9].

Os doentes e 0s casos assintomaticos, ambos com gametdcitos no sangue, constituem as
fontes de transmissdo do parasita. Os gametocitos quando ingeridos pelas fémeas dos
anofelinos iniciam a fase sexuada.

A infecdo por malaria no Homem inicia-se quando, durante a sua refeicdo sanguinea, o
mosquito fémea inocula no humano os esporozoitos. Aproximadamente 15 a 200
esporozoitos sdo inoculados sob a pele do hospedeiro, alcancando posteriormente a
corrente sanguinea. Neste processo diversas moléculas da superficie do esporozoito

exercem o papel de ligantes aos recetores das células do hospedeiro [1, 9]. (figura 1.1).
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Figura 1.1. Estrutura celular de esporozoito. Fonte: Garcia e cols., Clin Microbiol Rev 19, 2006

Os esporozoitos sdo moveis, apesar de ndo apresentarem cilios ou flagelos. Essa
mobilidade estd associada a proteinas de superficie do parasita, incluindo a proteina
circunsporozoitica (CS) e a proteina adesiva relacionada com a trombospondina (TRAP),
essenciais para a invasdo das células hospedeiras. Considera-se que 0S esporozoitos
podem transitar em células hospedeiras sem nelas se desenvolverem; o que facilita a sua
migracdo através de diferentes células, até chegar aos hepatocitos, onde, cerca de 30
minutos ap6s a sua inoculacao, se inicia o desenvolvimento parasitario hepatico [1 , 9].
Depois de invadir o hepatdcito, os esporozoitos diferenciam-se em trofozoitos pre-
eritrocitarios. Estes multiplicam-se por reproducdo assexuada, do tipo esquizogonia,
dando origem aos esquizontes teciduais e posteriormente a milhares de merozoitos que
invadirdo os eritrdcitos. Esta primeira fase do ciclo € denominada exo-eritrocitario, pre-
eritrocitario ou tecidular e, portanto, precede o inicio do ciclo sanguineo do parasita.

Por este processo de desenvolvimento intra-hepatica, um sé esporozoito pode produzir
entre 10.000 a mais de 30.000 merozoitos. Posteriormente, ocorre a rutura do hepatdcito
infetado libertando 0s merozoitos moveis na corrente sanguinea, que por sua vez invadem

os eritrécitos e se multiplicam, iniciando o ciclo eritrocitario. Este processo ocorre entre
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seis e vinte vezes em cada 48 a 72 horas, dependendo da espécie. O desenvolvimento nas
células hepaticas requer aproximadamente uma semana para o P. falciparum e P. vivax e
cerca de duas semanas para o P. malariae [1, 9].

Nas infecGes por P. vivax e P. ovale, o0 mosquito vetor pode inocular populacbes
geneticamente distintas de esporozoitos: algumas que se desenvolvem rapidamente,
enquanto outras ficam em estado de laténcia no hepatdcito por um periodo variavel de 3
semanas a mais de um ano, antes que se inicie a reproducdo, sendo por isso denominadas
hipnozoitos (do grego hypnos, sono). Os hipnozoitos sdo responsaveis pelas recaidas da
doenca, resultantes da esquizogonia tardia de parasitas latentes nos hepatocitos [1 , 9].

O ciclo eritrocitério inicia-se quando os merozoitos tecidulares, libertados pela rutura dos
hepatocitos infetados, invadem os eritrocitos. A interacdo dos merozoitos com o eritrocito
envolve recetores especificos, tais como as glicoforinas (glicoproteinas presentes no
eritrécito), para o P. falciparum, e a glicoproteina do grupo sanguineo Duffy para o P.
vivax. Em relacdo aos eritrocitos infetados, o P. vivax invade sobretudo reticuldcitos, o P.
falciparum invade hemacias de todas as idades, enquanto o P. malariae invade,
preferencialmente, heméacias maduras. Estas caracteristicas tém implicacdes diretas sobre
os episodios de parasitémia verificadas nas infecdes causadas pelas diferentes espécies de
plasmodio [1, 9].

O ciclo intra-eritrocitario ocorre por esquizogonia, com formacdo de merozoitos. O
eritrocito parasitado rompe-se, libertando 6 a 30 merozoitos e cada um dos quais invade
um novo eritrdcito, reiniciando-se assim um novo ciclo eritrocitario. Depois de algumas
geracBes de merozoitos sanguineos, ocorre a diferenciacdo em estadios sexuados, 0s
gametdcitos, que ndo se dividem e cujo desenvolvimento ocorrerd apenas ho mosquito
vetor, durante o ciclo sexuado, dando origem aos esporozoitos (figura 1.2.).

O ciclo sanguineo repete-se sucessivamente, a cada 48 horas, nas infecdes pelo P.
falciparum, P. vivax e P. ovale, a cada 72 horas, nas infegcdes pelo P. malariae, sendo no
P. knowlesi a cada 12 horas. Quando a parasitémia atinge uma densidade de cerca de 50
parasitas/pl (~100 milhdes de parasita no sangue de um adulto), comeca a fase
sintomética da infegdo [1, 9].

A fonte de nutricdo de trofozoitos e esquizontes sanguineos € a hemoglobina, porém
alguns componentes metabolicos necessarios ao seu desenvolvimento séo procedentes do
plasma: glicose, metionina, biotina, certas purinas e pirimidinas, fosfato e acido
paraminobenzoéico (PABA). A ingestdo da hemoglobina ocorre através de um organelo

especializado, o citostoma. A digestdo ocorre dentro do vacuolo digestivo do parasita,
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com a formacdo do pigmento malérico ou hemozoina, que consiste em mondmeros ou
dimeros de ferriprotoporfirina IX (heme), metemoglobina e proteinas plasmodiais. A
degradacdo da hemoglobina celular origina dois componentes: a globina e o heme. A
globina ¢ utilizada para sintese de proteinas [1, 9]. O heme forma compostos reativos de
oxigénio (ROS), como anides superoxido (O2), perdxido de hidrogénio (H20>) e radicais
hidroxilo (OH) que sdo radicais livres toxicos, que originam stress oxidativo no parasita.
Por esta razdo, o parasita metaboliza 0 heme em hemozoina ou pigmento malarico, ndo
toxico [1.10]. Os mecanismos de destoxificacao utilizam um eficaz sistema antioxidante
enzimético e ndo enzimético que incluem principalmente os sistemas de Superoxido
dismutase, Glutationa e Tioredoxina. Esses mecanismos de destoxificacdo apresentam
uma importancia relevante no que se refere aos mecanismos de acdo dos antimalaricos
[1.10].

Ap0s o término da esquizogonia e o rompimento das hemécias parasitadas, 0 pigmento
malarico acumulado no citoplasma do eritrocito é liberado no plasma e posteriormente
fagocitado pelas células de Kupffer no figado ou pelos macréfagos do baco e de outros

orgaos [1, 9].
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Figura 1.2. - Ciclo biol6gico do Plasmodium (Adaptado de Miller e cols., Nature 415, 2002)
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1.2.1.2. Ciclo do plasmodio no hospedeiro invertebrado — mosquito

Durante a refeicdo sanguinea, a fémea do mosquito andfeles ingere as formas sanguineas
do parasita, mas apenas 0s gametdcitos serdo capazes de evoluir no vetor, dando origem
ao ciclo sexuado ou esporogonico.

No intestino médio do mosquito, fatores como temperatura inferior a 30°C e o aumento
do pH por baixa pressdo de CO, estimulam o processo de gametogénese (transformacéo
de gametocitos em gametas extracelulares), poucos minutos apés a ingestao da refeicéo
sanguinea [1, 9]. O gametocito feminino transforma-se em macrogameta, e o gametocito
masculino, por um processo denominado exflagelacdo, d& origem a oito microgametas.
O macrogameta é fecundado pelo microgameta, formando o ovo ou zigoto. Apos a
fecundacéo, o zigoto passa a movimentar-se por contracdes do corpo, sendo denominado
oocineto. Este atravessa a matriz peritrofica (membrana que envolve o alimento) e atinge
a parede do intestino médio do mosquito, onde se encista na camada epitelial do
estbmago, passando a ser chamado oocisto. Inicia-se entdo o processo de divisdo
esporogonica, ap6s um periodo de 9 a 14 dias, ocorre a rutura da parede do oocisto,
libertando os esporozoitos formados durante a esporogonia. Estes serdo disseminados
através da hemolinfa até atingir as glandulas salivares. Os mesmos atingirdo o canal
central da glandula e ingressardo no ducto salivar para serem injetados no hospedeiro
vertebrado, juntamente com a saliva, durante a refeicdo sanguinea do mosquito que se

tornou infetante [1, 9].

1.2.2. O hospedeiro humano

1.2.2.1. Mecanismos de defesa do organismo contra o Plasmodium

Os mecanismos de defesa do hospedeiro humano contra a infe¢cdo por Plasmodium
envolvem dois componentes: 1) Sistema de defesa inespecifica ou imunidade inata e 2)

Sistema de defesa especifica ou imunidade adquirida [1, 11].
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1.2.2.1.1. Imunidade inata

Este tipo de imunidade € uma propriedade inerente ao hospedeiro, independente de
qualquer contato prévio com o parasita. Ela pode ser absoluta, quando protege
completamente o individuo da doenga, como é o fato do humano n&o ser suscetivel a
infecdo por plasmaddio aviario ou de roedores; ou relativa nos casos em gque, mesmo
havendo o desenvolvimento do parasita, 0 processo infecioso € autolimitado [1, 12].
Certos fatores associados ao hospedeiro podem influenciar a sua suscetibilidade a
malaria. Por exemplo, determinadas populacBes africanas apresentam deficiéncia do
antigeno de grupo sanguineo Duffy (FyFy) e sdo refratarias a infecdo pelo P. vivax, o que
pode explicar a raridade deste tipo de malaria em certas regies de Africa.

Certos polimorfismos genéticos, tais como a hemoglobinose drepanocitose (HBS), as
talassémias, e a deficiéncia de glicose-6-fosfato-desidrogenase (G6PD) estdo associados
a baixa suscetibilidade a infecdo por Plasmodium. Os individuos portadores de
drepanocitose heterozigotica HBAS, apresentam uma vantagem seletiva comparados com
0s homozigéticos HBAA.

Os principais componentes do mecanismo de defesa inata incluem as citoquinas pro-
inflamatorias, CD36, TNF-a, ICAM-1, CR1, Locus de MHC entre outros [1, 9, 11].

1.2.2.1.2. Imunidade adquirida

Em éreas de alta transmiss&o, como em Africa e em algumas regides da Asia, a populagio
desenvolve imunidade adquirida contra o plasmoddio. Nessas areas onde o P. falciparum
é predominante, os recém-nascidos sdo protegidos de quadros de malaria grave durante
0s primeiros trés meses de vida, devido a transferéncia passiva de anticorpos IgG da mae
imune para o filho; também, nos recém nascidos, a presenca de eritrécitos contendo
grandes quantidades de hemoglobina fetal (HbF) cria um microambiente desfavoravel ao
crescimento parasitario [1, 11].

Apos trés meses, as criangas sdo muito suscetiveis & malaria grave, com altas taxas de
letalidade durante os dois a trés primeiros anos de vida. Com o aumento da idade, as

criangas em contato com o Plasmodium desenvolvem imunidade progressivamente e
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sofrem menos episodios de maléria, podendo ocorrer parasitémias significativas em

criangas assintomaticas [11].

Em adultos, o quadro clinico da doenca € menos pronunciado e 0s niveis de parasitas

sanguineos mais baixos, resultante da imunidade. Os mecanismos envolvidos neste

equilibrio imune ndo estdo totalmente elucidados.

O processo da imunidade adquirida inclui as seguintes caracteristicas:

e Em éreas de intensa transmissdo, apos anos de exposi¢do os individuos adquirem o
estado imune lentamente;

e Imunidade ndo esterilizante que pode manter niveis de parasitémia e patogenicidade
baixos, determinando infecdes assintomaticas;

¢ Imunidade dependente de exposi¢do continua ao parasita, sendo perdida cerca de um
ano, apos auséncia de exposicao;

e Equilibrio suprimido durante a gravidez, principalmente em primigestas;

e Em é&reas com baixos niveis de transmissdo, criancas e adultos sdo igualmente
acometidos e a malaria grave por P. falciparum ocorre, principalmente, quando o
diagnostico é tardio;

e Pelas caracteristicas migratdrias da populacdo exposta, individuos ndo-imunes, de
diferentes idades, podem ser suscetiveis a infecdo por P. falciparum ou P. vivax
seguida de doenca clinica de intensidade variavel e, frequentemente, com varios

episodios sucessivos de maléria [11, 12].

1.2.3. O vetor da maléaria

O vetor da malaria pertence a familia Culicidea que representa cerca de 3.500 espécies de
insetos conhecidos com o nome vulgar de mosquitos, que pertencem a ordem Diptera (2
asas) e subordem Nematdcera (antenas filiformes). Esses insetos sdo caracterizados por
longas e finas antenas com varios segmentos, asas com escalas e a presenca nas fémeas,
de aparelho bucal em forma de tromba rigida, chamado probdscide [1].

As Culicidea estdo divididas em duas subfamilias: a) Culicinae (culicineos), que inclui
dois géneros de grande importancia médica: Aedes (p. ex. Aedes aegypti, o vetor da
dengue e da febre amarela) e Culex (p. ex. Culex quinquefasciatus, vetor da filariose
linfatica) e b) Anophelinae (anofelineos), que envolve o género Anopheles ao qual

pertencem os vetores de transmissdo de malaria humana [1, 9].
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1.2.3.2. Mosquitos vetores de malaria

O género Anopheles compreende cerca de 480 espécies; aproximadamente 80 sdo
consideradas vetores da maléria, das quais apenas 15 apresentam maior relevancia na
transmissdo da malaria ao humano [1, 13].

Com excecdo da Antartica, 0s mosquitos vetores da malaria sdo encontrados em todos 0s
continentes, distribuidos de acordo com as condi¢des ambientais. Em Africa, os principais
vetores da malaria sdo membros do complexo Anopheles gambiae e do grupo Anopheles
funestus [14].

Durante o seu ciclo de vida, 0 mosquito passa por quatro fases: ovo, larva, pupa e adulto.
As fémeas adultas de Anopheles acasalam apenas uma Unica vez no seu ciclo de vida.
Esta Unica inseminagdo permite-lhes colocarem ovos durante todo o seu tempo de vida.
O mosquito alimenta-se geralmente de seiva de plantas; porém as fémeas precisam de
realizar uma refeicdo sanguinea a cada 2-3 dias, sendo 0 sangue necessario para 0O
desenvolvimento dos seus ovos. Os ovos sao colocados no meio aquatico, nomeadamente
em pogas, charcos, ribeiras, lagos, em grupos (posturas) de 50-200 ovos. O tempo
necessario para os ovos eclodirem em larvas depende muito da temperatura: a cerca de
30°C, os ovos eclodem em 2-3 dias; em zonas temperadas (16°C), cerca de 7-14 dias.

O comportamento associado a alimentacdo sanguinea e ao repouso apos a refei¢do, para
o desenvolvimento dos ovos, sdo fatores importantes do ponto de visto epidemioldgico.
As espécies classificadas como antropofilicas tém preferéncia para se alimentar em
humanos, as zoofilicas alimentam-se preferencialmente em outros animais; as espécies
endofagicas picam predominantemente dentro de habitacGes humanas, enquanto as
exofagicas tém tendéncia de picar fora das casas. Anopheles gambiae s.s. e Anopheles
funestus s.s. sdo considerados antropofilicos endofégicos, enquanto An. arabiensis é
geralmente mais zoofilico [13, 14].

1.2.3. Distribui¢do da malaria no mundo

A maléria encontra-se distribuida pelas regifes tropicais e subtropicais de diferentes
continentes, areas onde se reiinem as condicdes ideais para a existéncia do mosquito vetor
e consequente transmissdo da doenca, nomeadamente Africa subsaariana, América
Central e do Sul, Sudeste Asiatico e Oceania (Figura 1.4). A distribuicdo das espécies que

causam malaria ndo € homogénea: o P. falciparum, a espécie mais patogénica, é
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predominante em Africa, Nova Guiné, Republica Dominicana e Haiti; o P. vivax é mais

comum na América Central. Essas duas espécies sdo encontradas na América do Sul,

subcontinente indiano, Leste da Asia e Oceania. O P. malariae é encontrado na maioria

das areas endémicas, especialmente na Africa subsaariana, mas com baixa prevaléncia. O

P. ovale raramente ¢ encontrado fora da Africa, onde tem apresentado prevaléncias

inferiores a 1%. Pacientes com P. knowlesi tém sido identificados na ilha de Bornéu, e,

em menor extenséo no Sudoeste Asiatico.

Globalmente, o nimero de casos de malaria em 2016, foi estimado em 216 milhdes (IC

95%: 196-263 milhdes), em comparacdo com 237 milhdes em 2010 (Cl de 95%: 218-278

milhdes) e 211 milhdes em 2015 (ClI de 95%: 192-257 milhdes).

Segundo a OMS, a maioria dos casos foram registrados na regido africana, com uma

frequéncia de 90%, muito a frente da regido sudeste da Asia (7%) e da regido do

Mediterraneo Oriental (2%).

Dos 91 paises que reportaram casos de maléaria em 2016, 15 representaram 80% do

nimero de casos registados no mundo e, quase todos se encontram na Africa Subsaariana,

sendo os restantes registados na india.

De forma global, estima-se que a incidéncia de malaria reduziu em 18 por cento, passando

de 76 casos em 1 000 habitantes em risco de maléaria em 2010 para 63 casos em 1 000

habitantes em 2016, tendo sido observado maior declino na regido sudeste asiatico (48%),

seguido pelas Américas (22%) e Africa (20%): apesar deste progresso, foi observado um

aumento significativa da incidéncia da maléria entre 2014 e 2016 nas regides da OMS
das Américas, da Africa, Sudeste Asiatico e no Pacifico Ocidental.

De acordo com os dados da OMS, a malaria é endémica em 104 paises; no entanto,

perante o fendmeno do aquecimento global e 0 aumento das migra¢cdes humanas, o perfil

de distribuicdo geogréafica da malaria pode vir a sofrer grandes alteracGes.

De acordo com o perfil de transmissédo, as areas endémicas de maléria sdo distribuidas

em trés grupos principais, baseados nas taxas de prevaléncia de parasitémia por P.

falciparum em criancas do grupo etario dos 2 aos 9 anos.

1) Areas de baixa transmissdo, classificadas como hipoendémicas, apresentam taxa de
prevaléncia de parasitémia por P. falciparum < 10% em criangas do referido grupo
etario, durante a maior parte do ano. Nestas areas a infecdo e doenga por maléria
ocorrem com uma frequéncia baixa e de forma similar em qualquer grupo etario; a

populacéo desenvolve pouca imunidade e podem ocorrer surtos epidémicos.
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2) Areas de transmissdo moderada ou mesoendémicas, apresentam taxa de
parasitémia por P. falciparum de 11- 50% no grupo etério de referéncia, durante a
maior parte do ano; nestas areas a prevaléncia maxima da malaria ocorre na infancia
e adolescéncia.

3) Areas de alta transmissdo de malaria incluem as hiperendémicas, com a prevaléncia
de parasitémia por P. falciparum de 51 — 75% e as &reas holoendémicas, que
apresentam taxas de prevaléncia de parasitémia superiores a 75% no grupo etario de
referéncia. Nestas areas, praticamente toda a populacdo exposta apresenta a
probabilidade de ter sido infetada na infancia, desenvolvendo assim uma imunidade
parcial. Este indicador é geralmente utilizado para a planificacdo de programas de

controlo da doenca.

.
.

Confirmed malaria cases per 1000 population
0 10-50 01-1 No ongoing malari transmission
- 30-100 1-10 0-0.1 Not apphcable Source: Natona malang wntrol rogramme neport

Figura 1.3. Distribuicdo geogréafica da malaria no mundo,
Fonte: Relatério Mundial da Malaria, OMS, 2014 (World Malaria Report)

1.2.3.1. Fatores que influenciam a distribui¢do da malaria

A transmissdo da maléria estd fortemente relacionada com as condi¢des do meio
ambiente. A distribuicdo de vetores e da doenca coincide com as condigdes bioclimaticas
naturais (temperatura, humidade, vegetacdo, quedas pluviométricas) e certos fatores

antropogénicos ou impacto da atividade humana na natureza (agricultura, pecuaria,
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irrigacdo) desempenham um papel importante. Os fatores climéticos, incluindo a
temperatura, o ritmo e volume de precipitacdo, determinam a existéncia de espécies
vetoras, a sua abundancia e duragdo sazonal numa determinada regido [15].

O aumento da temperatura acelera o ciclo bioldégico do mosquito Anopheles, reduz a
duracdo do ciclo esporogonico no vetor e facilita a transmissao da maléria.

Os criadouros larvares gerados pela acdo humana, por exemplo areas de irrigacdo para
agricultura, estaleiros de obras de construcéo, roturas de redes de distribuicao de agua, o
desflorestamento, entre outros, contribuem para o desenvolvimento de mosquitos vetores
e promovem a propagacéo da doenga [15, 16].

Fatores como a presenca de animais domésticos na proximidade de habitagdes podem
influenciar a abundéncia de mosquitos e o seu contacto com o humano. Estudos
conduzidos no Paquistdo, Gambia e Sdo Tomé e Principe demonstraram que a presenca
de animais domésticos em casas ou na sua proximidade promovem uma reducgdo do
namero de picadas de mosquitos, da prevaléncia e da incidéncia de maléria no humano.
Eventos especificos tais como catastrofes naturais, fendmenos de migracdo em massa de
pessoas (refugiados), podem modular a transmissdo da malaria. A cobertura de
intervencdes da prevencdo da maléria é também determinante na redugdo da morbidade

e mortalidade devida a doenca nas &reas abrangidas [15, 16].
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Fatores que interagem para a ocorréncia da malaria

Parasita Hospedeiro humano Ambientais

Resisténcia a farmacos Imunidade Acesso ao tratamento

Taxa de multiplica¢do Citoquinas pro-inflamatodrias Fatores culturais e economicos
Mecanismos de invasao Gencética (drepanocitose, talassemia, Estabilidade politica

Cito-aderéncia ovalocitose, RBC Intensidade de transmissdo (vetor)
Formagao de rosetas Gerbich, CD36, TNF-a, ICAM-1, Estacgdes de transmissao,
Polimorfismo antigénico CR1, Locus de MHC) Picadas infetantes por ano, epidemias
Variacdo antigénica (PfEMP1) Idade (malaria cerebral / criangas)

Toxinas malaricas Gestacao

l l l l l Estes conjuntos de fatores interagem entre si originando diferentes tipos de infe¢cdo ou doenca l l l l l

Infecdo assintomatica Maléaria nao complicada (infe¢do sintomatica Maléaria Grave

Acidose metabdlica,

anemia grave,

malaria cerebral,

faléncia dos 6rgaos
Dependendo do diagndstico e tratamento podem resultar

Cura Morte

Figura 1.4. Fatores associados a ocorréncia da malaria (adaptado: causalidade em epidemiologia, modelo de Rothman & Greeland, 1988)
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1.3. Aspetos clinicos

1.3.1. Infecéo por Plasmodium

A infecdo por plasmodio inicia-se com a inoculacdo e proliferacdo do parasita no
hospedeiro humano, ap6s picada do mosquito infetante, o seu periodo de incubacéo é de
cerca de 10 a 15 dias. De forma geral, em pacientes com infecao por Plasmodium
falciparum, o quadro sintomatico ocorre no primeiro més da infecdo. Na infecdo por
Plasmodium vivax ou Plasmodium ovale, a manifestacdo clinica pode ocorrer num
periodo mais longo, podendo-se manifestar 6 meses até varios anos, apos a inoculagao do
parasita [1, 9].

O quadro clinico ocorre na fase eritrocitaria, sendo a fase exo-eritrocitaria assintomatica.
A maléria pode ter um decurso gradual ou fulminante, apresentando sintomas nao

especificos, o que torna por vezes dificil o diagndstico [1, 9].

1.3.2. Patogénese da Maléaria

A patogénese da infecdo malarica reflete a interacdo entre o parasita e o hospedeiro
humano, envolvendo diferentes mecanismos inerentes a ambos os intervenientes [9, 17].
O processo inicia-se quando os esporozoitos de plasmddio entram nos hepatocitos do
hospedeiro, apds a inoculacdo na circulacdo sanguinea, conforme acima descrito (1.2.1.1.;
figura 1.2.). Os disturbios circulatérios generalizados resultam de diversos fatores,
incluindo a invasédo e destruicdo dos eritrdcitos, os efeitos de produtos de excrecdo do
parasita, do material de desgaste celular do hospedeiro e de diversos complexos antigénio-
anticorpos que estimulam as células do sistema imunitario e as células endoteliais para a
libertagdo de citoquinas pro-inflamatorias [9, 17]. A maior parte dos sinais e sintomas da
malaria, particularmente os do paroxismo malarico caracterizado por febre, calafrios,
cefaleia intensa e transpiracdo devem-se a acdo das citoquinas. Estas estdo também
envolvidas na supressao da eritropoiese, disfuncdo hepatica, inibi¢do da gliconeogénese
e disfuncdo placentaria na gravida.

Os episodios periddicos de febre que caracterizam a malaria sdo decorrentes da rutura
sincronizada dos eritrocitos, com libertacdo dos merozoitos, de restos celulares e aumento

dos niveis plasmaticos do fator de necrose tumoral o (TNF-a,).
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Na maléaria grave ocorre secrecdo em cascata de citogquinas tais como, TNF-q,
interleucina-1 beta (IL-1R) e interferdo gama (IFN-y) que por sua vez induzem a liberagao
de outras citoquinas, incluindo interleucina-8 (IL-8), interleucina-12 (IL-12) e
interleucina-18 (IL-18), em simultdneo com as citoquinas anti-inflamatdrias, como a
interleucina-6 (IL-6) e a interleucina-10 (IL-10) [9, 17].

Na infecdo por P. falciparum, pode ocorrer o sequestro dos eritrocitos infetados e sua
escassez na circulacdo periférica devido a cito-aderéncia, caracterizada pela formacao de
protuberancias ou knobs na superficie dos eritrdcitos infetados e adesao destes nas células
do endotélio vascular. Este fendmeno pode resultar no bloqueio do fluxo sanguineo dos
capilares e vénulas afetadas, obstrucdo da microcirculagdo e do fluxo de oxigénio,
levando a glicolise anaerdbia e acidose latica. Quando a obstrugdo ocorre em 6rgaos vitais
como rins e cérebro, pode resultar em complicacdes como insuficiéncia renal e malaria
cerebral, com elevada taxa de letalidade [9, 17].

Os individuos ndo imunes, tais como viajantes provenientes de regifes ndo endémicas de
maléria e criangas com idades inferiores a cinco anos, apresentam maior risco da

ocorréncia de complicaces e letalidade [11, 12].

1.3.3. Quadro clinico da malaria

1.3.3.1. Malé&ria ndo complicada

A malaria ndo complicada por P. falciparum é definida como malaria sintomatica, sem
sinais e sintomas de malaria grave, ou evidéncia de disfuncdo de 6rgdos vitais [1, 4, 9].

As principais manifestacdes clinicas na fase aguda sdo comuns as espécies de plasmaddio
que parasitam o homem. Os primeiros sintomas da maléria sdo inespecificos e
semelhantes aos de uma doenca viral sistémica leve. O quadro clinico da malaria envolve
a classica triade febril, cefaleias e calafrios. Sintomas gerais como mal-estar, fadiga, dor
muscular, dores articulares, transpiracdo, anorexia, desconforto abdominal e vomitos
podem preceder ou acompanhar a triade, podendo muitos dos referidos sintomas estar
ausentes. Em pacientes com imunidade adquirida, a infecdo pode ocorrer de forma
assintomética. Ao exame fisico o paciente pode ndo apresentar qualquer alteragdo; os
principais sinais fisicos incluem: taquicardia, palidez, ictéria, hepatomegalia e

esplenomegalia.
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Geralmente, apds tratamento antimalarico eficaz, o doente com malaria ndo complicada
tem cura, com recuperacdo completa e rdpida. Se o tratamento ndo for adequado e
atempado, o0 paciente pode evoluir para malaria grave ou complicada e potencialmente
fatal [1, 4, 9, 17].

A infecdo por P. vivax, P. ovale e P. malariae apresenta um quadro sintomatico mais
leve, sendo raramente fatal; pode apresentar recidivas devido a formacao de hipnozoitos;
pelo que o desaparecimento de parasitas da circulacdo pode ndo significar a cura efetiva
do paciente; a tabela 1.1. apresenta as caracteristicas clinicas associadas aos diferentes

Plasmodium [1, 9].

Tabela 1.1. Caracteristicas de maléria causada por diferentes espécies de Plasmodium

Caracteristica Espécie de Plasmodium
P. falciparum P. vivax P. malariae P. ovale
Periodo de incubacdo 8 -25 dias 8-27dias  15-30dias  9- 17 dias
Presenca de hipnozoitos N0 sim N0 sim
Duracéo do ciclo eritrocitario 48h 48h 79h 48h
Parasitémias  Media 54500 500000 20.000 6.000 9.000
(mm3) Méxima 2.500.000 50.000 20.000 30.000
Eritrocitos infetados Todas formas Reticuldcitos Formas Reticuldcitos
maduras

1.3.3.2. Maléria grave ou complicada

A malaria grave geralmente ocorre na infecdo por P. falciparum. Esta espécie apresenta
caracteristicas associadas a maior viruléncia, das quais, a capacidade de produzir grande
namero de merozoitos no final da esquizogonia hepética, a capacidade desses merozoitos
invadirem hemacias de todas as idades, a ocorréncia do fenémeno de sequestro celular, a
citoaderéncia, a formacéo de roseta e hemolise. As principais formas clinicas da malaria
grave incluem a maléaria cerebral, edema pulmonar, falha renal, anemia severa e
hemorragias. A acidose e a hipoglicémia constituem complicacbes metabdlicas
frequentes [4, 9, 17].
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A malaria cerebral é a forma mais comum de causa de morte nos pacientes com malaria
grave, caracterizando-se inicialmente por sonoléncia e confusdo ou com convulsoes

generalizadas, com progressdo para coma.

Em muitos casos, as formas clinicas de maléria grave estdo presentes em simultaneo no
paciente ou desenvolvem-se sucessivamente num curto espaco de tempo, progredindo
para a morte em poucos dias ou mesmo horas [1, 4, 9, 17]. A fisiopatologia da malaria

grave encontra-se ilustrada na Figura 1.5.
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Figura 1.5. Fisiopatologia de malaria complicada (adaptado de Miller et al., Nature 415, 2002.

1.3.4. Diagnostico da maléria

1.3.4.1. Microscopia

A pesquisa microscopica de Plasmodium no sangue em esfregago ou em gota espessa
constitui o principal método de diagnostico [1, 4]. A gota espessa é corada pela técnica
de Walker (azul de metileno e Giemsa) e o esfregaco é corado pelo Giemsa, apos fixacdo
com metanol. Aléem do baixo custo, ambas permitem identificar, com facilidade e

precisdo, as espécies de Plasmodium presentes. Esses métodos também possibilitam
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quantificar a densidade parasitaria, mediante a determinacao da parasitémia por volume
(1l ou mm?3) de sangue. Na prética, 0 método da gota espessa é o mais utilizado, uma vez
que a concentracdo do sangue por campo microscépico facilita a observacdo de parasitas.
E por ser um método barato e de facil execucdo nas areas endémicas e que ndo requer
equipamentos e reagentes caros e sofisticados, no entanto requer técnicos experientes para

a identificacdo dos parasitas [1,4, 8].

1.3.4.2. Testes rapidos de diagnostico (TRD’s)

Os testes rapidos de diagnostico de maldria (TRD’s), baseiam-se em imuno-
cromatografia para detetar antigenos derivados de parasitas da maléria no sangue lisado.
Os testes atualmente disponiveis dependem da detecdo de substancias como a proteina
rica em histidina 1l (HRP-II), lactato desidrogenase do parasita (pLDH). A HRP-1I, uma
proteina solivel em agua, produzida apenas por trofozoitos e gametdcitos jovens de P.
falciparum; lactato desidrogenase do parasita (pLDH), produzido pelas fases assexuais e
sexuais (gametocitos) do parasita das espécies falciparum e ndo-falciparum. Os estudos
referentes aos TRD’s tém geralmente relatado sensibilidades superiores a 90% na detecéo
de P. falciparum, com uma densidade igual ou superior a 100 parasitas/pul de sangue,
abaixo deste nivel, a sensibilidade diminui acentuadamente. Considerando que os TRD’s
detetam antigenos circulantes, detetam infecGes por P. falciparum mesmo quando os
parasitas se encontram sequestrados no compartimento vascular profundo e, portanto, ndo
detetaveis por exame microscopico de esfregaco de sangue periférico. As vantagens dos
TRD’s incluem a facilidade de utilizacdo e interpretacdo, ndao exigindo a existéncia de

eletricidade e/ou equipamentos especiais [4, 18].

1.3.4.3. Outros métodos de diagnostico

1.3.4.3.1. Técnicas de fluorescéncia

A técnica de Quantitative Buffy Coat (QBC) baseado na fluorescéncia de um corante
especial que adere aos acidos nucleicos (DNA e RNA) do parasita. Esta técnica consiste
em misturar a amostra de sangue do paciente com o reagente “laranja de acridina”;
posteriormente centrifugar a mistura em um tubo de hematocrito. A leitura do resultado

é efetuada diretamente em microscopio de fluorescéncia. Em ambiente laboratorial, a
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técnica do QBC tem demostrado grande sensibilidade e especificidade (aproximadamente
97% e 99%, respetivamente); ndo necessitando de profissionais altamente qualificados
para a sua interpretacdo. No entanto, existem limitacdes a sua implementacdo em
determinadas areas endémicas devido a necessidade de energia elétrica e equipamento

especifico [4, 18].

1.3.4.3.2. Testes soroldgicos

As técnicas de sorologia servem para a detecdo de anticorpos contra o Plasmodium em
amostras de soro. Marcadores especificos foram identificados para cada uma das quatro
espécies mais comuns de maléria humana. Um teste positivo geralmente indica que
ocorreu uma infecdo; no entanto, a sorologia ndo ¢ um metodo Util no diagnostico de
infecdes agudas porque os niveis detetaveis de anticorpos contra a malaria mantém-se
durante vérias semanas apds inicio da infecdo e persistem, por muito tempo, apos a

eliminagdo da parasitémia [4, 9].

1.3.4.3.3. Estudos moleculares

Os estudos moleculares sdo habitualmente utilizados para estudos epidemioldgicos. A
detecdo do material genético do parasita através de técnicas de biologia molecular,
baseadas em PCR (Polimerase Chain Reaction), nomeadamente Real Time PCR, PCR-
RFLP (PCR - Restriction Fragment Length Polymorphism), sequenciacdo de DNA e
microssatélite, sdo ferramentas usadas na identificacdo e apoio ao diagnéstico da maléria,
bem como na vigilancia de resisténcia aos antimalaricos. O PCR permite a detecdo de
infecdes mistas ou diferenciacdo de espécies envolvidas. Este método € utilizado para a
realizacdo de estudos epidemioldgicos moleculares da maldria ou em massas
populacionais em situacdes de epidemias. As principais desvantagens destes métodos sdo
o elevado custo, a necessidade de treinamento e equipamentos dispendiosos e especificos
[4, 9].
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1.3.5. Tratamento da malaria

Os objetivos do tratamento da maléria sdo: a) reduzir a mortalidade; b) prevenir as
complicagdes; c) eliminar a parasitémia para minimizar a transmisséo, reduzindo assim a
morbilidade na populacdo e d) limitar a emergéncia e a expansdo de resisténcia aos

antimalaricos.

1.3.5.1. Tratamento da malaria ndo complicada

A OMS recomenda 0 uso de combinagdes terapéuticas a base de artemisinina e seus
derivados, para o tratamento da malédria ndo complicada. Em Angola, é utilizada a
combinagdo Artemeter (20 mg) - lumefantrina (120mg) (Coartem®) como farmaco de 12
linha, de acordo com a administracdo apresentada em Anexo 11.5. O tratamento para
adulto consiste em 4 comprimidos, em dose Unica, no momento do diagnostico, e 4
comprimidos 8h apos a primeira toma e, 4 comprimidos duas vezes ao dia (manhd e noite)
em cada um dos 2 dias subsequentes (total de 24 comprimidos). Em criangas com peso
inferior a 35 Kg, as doses sdo ajustadas de acordo com o seu peso, conforme a tabela em
anexo (11.5) [4, 9].

As outras combinacGes disponiveis mas utilizadas em menor quantidade incluem,
artesunato + amodiaquina e dihidroartemisinina + piperaquina, sulfadoxina -
pirimetamina (SP) + AS [1, 4].

1.3.5.2.2. Tratamento de maléaria grave e complicada

O Dihidrocloridrato de quinina por via endovenosa constitui o principal farmaco para o
tratamento da malaria grave e complicada, principalmente em Africa (incluindo Angola),
onde a sensibilidade do Plasmodium a este farmaco ainda é elevada. O uso dos derivados
de artemisinina por via parentérica (IM, rectal) sdo igualmente indicados como alternativa

no tratamento da maldria grave e complicada [4, 9, 17]

1.3.5.3. Tratamento presuntivo intermitente (TIP)

O TIP é baseado na administracdo de 3 comprimidos de sulfadoxina + pirimetamina em

toma unica mensal, a partir da 20 semana da gravidez, este é também o esquema adotado
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em Angola. Este tratamento profilatico € administrado na consulta pré-natal sob
observacdo direta (DOT) do técnico de saude. O seu objetivo € o de reduzir as
complicagdes da maléria na gravida com destaque para a anemia, parto prematuro, morte

fetal intra-uterina e baixo peso a nascencga [4].

1.3.5.4. Tratamento profilatico da malaria

Existe uma vacina em fase Il do processo experimental, ainda ndo disponivel para o suso
corrente; determinados farmacos com acdo esquizonticida sanguinea tém sido usados
como forma de prevenir os quadros clinicos da maléria, principalmente em viajantes para
as areas endémicas da Asia e Africa.

O farmaco mefloquina (250 mg semanalmente) tem sido utilizado com frequéncia como
profilatico; a medicacdo € iniciada uma semana antes da deslocacéo para a area endémica
e interrompida quatro semanas ap0s o regresso a zona de origem. Na politica de controlo
da maléria em Angola, ndo esta indicado tratamento profilatico da doenca [4].

1.3.5.5. Tratamento de infecdo assintomatica de malaria

A OMS recomenda o esquema de tratamento com ACT da primeira linha, em casos de
detecédo desta forma da infecéo, de forma a impedir a transmisséo [4].

1.3.6. FArmacos antimalaricos

1.3.6.1. Classificacao de antimalaricos

Os farmacos antimalaricos sao classificados 1) de acordo com o seu efeito farmacoldgico,
em profilaticos, utilizados para prevenir a doenca ou curativos, para tratar ataques agudos;
2) de acordo com a sua acao seletiva sobre os diferentes estadios do parasita no seu ciclo
evolutivo no humano, sendo: a) Os esquizonticidas sanguineos ou agentes supressores,
que atuam sobre as formas assexuadas sanguineas do parasita, interrompendo a
esquizogonia eritrocitaria responsavel pela patogenia e manifestagdes clinicas da infecéo,
eliminando os sintomas; estdo incluidos nesta classe, a cloroguina (CQ), quinina (QN),

amodiaquina (AQ), artemisinina e os antifolatos; b) esquizonticidas tecidulares ou
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agentes profilaticos causais, que provocam destruicdo de formas latentes do parasita no
ciclo tecidual (hipnozoitos) das espécies P. vivax e P. ovale, evitando assim as recaidas
tardias; estes farmacos atuam sobre as formas assexuadas do parasita nos tecidos (figado),
entre eles, os esquizonticidas tecidulares primarios, que atuam sobre as formas pré-
eritrociticas evitando a invasdo dos eritrocitos e os esquizonticidas secundarios, que
atuam sobre as formas exo-eritrociticas secundarias ou latentes evitando as recaidas; c)
gametocitocidas, provocam a interrup¢do da transmissdo do parasita, impedindo o
desenvolvimento de formas sexuadas dos mesmos (gametocitos). Atuam sobre as formas
sexuadas do parasita evitando a transmissao ao mosquito; incluem a primaquina e a

artemisinina [1, 4, 20], ver Figura 1.6.
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Figura 1.6. - Local de agcdo dos farmacos antimalaricos (Range et al, 2001).

Os antimalaricos sdo também agrupados de acordo com as classes quimicas, estando as

principais classes e mecanismos de a¢do das mesmas ilustradas na tabela 1.2,
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Tabela 1.2. — Classificacdo dos antimalaricos em relacdo a classe quimica, fase do ciclo
em que atuam, tempo de semivida e mecanismo de acao

Classe quimica Antimalarico Fase docicloemque Tempode  Mecanismo de
atuam semivida acao
Artemisinina 1h Inibigdo de
Lactona Artesunato Esguizonticida y 45 min - 1h _iide:osinad
sesquiterpénica sanguineo, gametocida ———————— trifosfatase de
quiterp Artemeter (P. falciparum) 1h célcio (pfATPase
Dihidroartemisinina 45min -1h 6)
Esquizonticida
Quinina sanguineo, gametocida 1, 41
(P. vivax, malariae e
Quinolina- ovale)
metandis (Amino- Mefloqui 2a3
alcool) etloguina semanas
Quinidina ) .
_ Esquizonticida ————— Interfere com a
Lumefantrina sanguineo 3-6Dias  gestoxificagio do
Derivados grupo heme
do fenantreno- Halofantrina 16h
metanol
4- Cloroquina Esquizonticida 1-2 Meses
Aminoquinoleina Amodiaguina sanguineo 2 Semanas
?)
Piperaguina 5 Semanas
8- Esquizonticida
Aminoquinoleina Primaquina tecidular, Gametocida 3-6h Desconhecido
(P. falciparum),
Hipnozoiticida
Esquizonticida
Diaminopirimidina Pirimetamina sanguineo, 4 Dias Inibicdo da
esquizonticida dihidrofolato
tecidular redutase
Biguanida Proquanil Esquizonticida 20h
g sanguineo
Inibidor
Sulfonamida Sulfadoxina Esqmzophmda 4 29 Dias competitivo da
sanguineo dihidropteroato
sintetase
Interfere com o
Naftoguinona Atovaguona Esqmzotmmda 3 Dias citocromo
sanguineo transportador de
eletrbes
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1.3.6.2. Farmacos utilizados em combinagdes terapéuticas a base de artemisinina

1.3.6.2.1. Artemisinina

A artemisinina, € o principio ativo de uma planta medicinal (Artemisia annua), utilizada
como antipirético na China, h& cerca de 2000 anos [20]. A artemisinina pertence a classe
de lactona sesquiterpénica, tem como formula molecular C15H2205; contém na sua
estrutura quimica uma funcdo endoperoxidase, a qual € atribuida a sua atividade
antimalarica. Devido ao fato da artemisinina ser insoluvel, foram sintetizados os seus
derivados para melhorar a solubilidade e a acdo antimalarica (figura 1.8), dos quais, 0
artemeter, soltvel em lipidos, utilizado para administracdo oral, intramuscular e retal; 0s
outros derivados incluem o artesunato (AS) ou &cido artesnico, solivel em &agua,
vantajosos para administracdo intravenosa, intramuscular e retal; a dihidroartemisinina
(DHA) e o arteéter. A artemisinina e derivados, quando usados sob regime de
monoterapia e de curta duracdo, tem tendéncia para ocasionar infegdes recrudescentes,
este fato esta provavelmente associado com o seu curto tempo de semivida. Para melhorar
as taxas de cura, é recomendado um tratamento com duracdo de sete dias, ou
principalmente em combinacdo com outros antimalaricos eficazes e de eliminacdo lenta.
Esta préatica é utilizada, e recomendada pela OMS, para reduzir as recrudescéncias e
prevenir ou retardar o desenvolvimento da resisténcia do parasita ao farmaco. As ACTs
disponiveis incluem: Artemeter-lumefantrina (AL), artesunato-amodiaquina (AS+AQ),

artesunato-mefloquina (AS+MQ) e Dihidroartemisinina - piperaquina (DHA+PPQ).

Neste trabalho, foi estudada a combinagdo Artemeter + Lumefantrina (AL) [4][20].

R Composto
=() Artemisinina
OH [Dihidroartemisinina
OCH; Artemeter
OC,H. Arteeter
OCONCH»),COONa Artesunato de sodio

Figura 1.7. Estrutura quimica da artemisinina e seus derivados (Farmacopeia, 2010).
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1.3.6.2.2. Artemeter

O artemeter € um esquizonticida sanguineo de acdo rapida e gametocida, contra todos 0s
parasitas da maléaria humana; ndo apresenta atividade antimalérica contra as formas
hepéticas. O mecanismo de acdo deste farmaco ndo estd completamente esclarecido, no
entanto tem sido sugerido que atue na quebra da ligac&o perdxido, por reacdo do farmaco
com o Fe (Il) do grupo heme, no vacuolo do parasita, gerando radicais que provocam
inibicdo de varias enzimas e da destoxificacdo do heme e a inibi¢do de bomba de Ca?*,
dependente do ATP (pfATP6), localizada no reticulo endoplasmaético do parasita [1, 20].
O artemeter tem um papel importante no tratamento da maléria por P. falciparum
multiresistente, sendo eficaz no tratamento de malaria causada por estirpes resistentes a
quinina e na malaria grave (cerebral) [4, 20]. Contudo, a sua eficacia é reduzida devido
ao curto tempo de semivida que apresenta no plasma (t1/2 de eliminagdo curto, de
aproximadamente 4 horas), 0 que o torna pouco Util na quimioprofilaxia.

De forma geral, a artemisinina e derivados sdo melhor tolerados, e com toxicidade baixa
guando comparados com a maioria dos antimalaricos de outras classes.

A biotransformacédo do artemeter ocorre no figado, principalmente através de reacGes de
fase | e desalquilacdo oxidativa por enzimas do citocromo P450 incluindo CYP3A4,
CYP3A5 e outros sistemas enzimaticos. O artemeter é rapidamente absorvido apos
administracdo oral e possui um periodo de semivida de 1 a 3 horas ap0s ingestdo. Este
farmaco é considerado um potente indutor do préprio metabolismo através da indugéo de
CYP3A4 e outras familias do citocromo P450, como o CYP2C19 e CYP2D6. Essa
inducdo enzimatica pode resultar em interacdo com outros farmacos, fato que deve ser
tido em consideracdo quando o artemeter € administrado em conjunto com outros
farmacos, substratos do citocromo P450, tais como certos antituberculosos e anti-VIH [4]
[18][20].

1.3.6.2.3. Lumefantrina (LUM)
A lumefantrina pertence a classe dos aril amino alcoois (Quinolinometandis), como a
quinina e mefloquina; tem férmula molecular: C30H32CI3NO; peso molecular de 528,24

KDa e densidade de 1,252; apresenta-se sob a forma de p6 amarelo inodoro, muito

lipofilico, sendo solubilizada em &cidos gordos insaturados.
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Figura 1.9. Estrutura quimica da Lumefantrina (Farmacopeia, 2010).

A LF é um esquizonticida sanguineo de acéo prolongada e lenta que atua nos estadios
intra-eritrocitarios assexuados. Como quinolinometanois, 0 seu mecanismo de acao é
atribuido a inibicéo da producéo de hemozoina, tanto por ligacao direta ao grupo heme,
quanto por inibi¢do da heme polimerase. Também, tem sido referida a interacdo de LUM
com os lipidios da membrana celular, tornando a camada lipidica dos eritrcitos mais
compacta e condensada e alterando a sua permeabilidade, o que dificulta a invaséo pelo
parasita [18, 20].

O metabolismo da LUM é realizado pela isoforma CYP3A4 do citocromo P450, através
de N-desbutilagdo, originando desbutil-lumefantrina (DLF), com acdo antimalérica, in
vitro, de cinco a oito vezes superior ao composto original. Num estudo realizado pela
Novartis®, observou-se que a producio deste metabolito nos humanos ¢é de apenas 1%,
sugerindo uma baixa taxa de biotransformacéo e predominio da forma original no sangue.
No processo do metabolismo de artemeter e lumefantrina, estdo também envolvidas as
enzimas CYP2B6, CYP2C9 e CYP2C19, bem como a P-glicoproteina 1 (MDR1) [18,
20]

Considerando a sua localizacédo, a P-gp esta envolvida na absor¢do intestinal e excrecéo
biliar e renal tanto do artemeter como da lumefantrina. As proteinas mencionadas sao
codificadas por genes que exibem um namero significativo de polimorfismos (SNP’s),
resultado da evolucdo e de condi¢cBes ambientais; portanto o fator genético constitui um
determinante relevante da variacdo inter-individual na farmacocinética e
farmacodinamica desses antimalaricos [21].

Do ponto de vista da farmacocinética, na combina¢do AL, o artemeter é absorvido e
transformado rapidamente no metabdlito ativo, o dihidroartemisinina. A semivida de
eliminacdo terminal de ambos, artemeter e dihidroartemisinina é inferior a 1 hora. A

absorcdo da lumefantrina € mais lenta e mais estavel, com picos de concentragdo
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ocorrendo em aproximadamente 6 h apos a dose, tendo a sua semivida da eliminagéo
terminal de 3-5 dias, em pacientes com malaria. Estudos farmacocinética-
farmacodinamicos da AL tém mostrado que a AUC (Area da curva de concentragio
plasmatica do farmaco em tempo determinando) da lumefantrina € o principal
determinante da cura subsequente [18, 20]. A concentracdo plasmatica de lumefantrina
no dia 7 tem sido utilizada como indicador para avaliacdo da resposta terapéutica a AL.
Valores do AUC plasmatica superiores a 500 ng/ml no D7, tém sido associados com
elevadas taxas de cura, superiores a 90%; enquanto valores abaixo de 280 ng/ml, no dia
7, estdo associados ao insucesso terapéutico.

Na monitorizacdo clinica de ACT’s, a taxa de detecdo da parasitémia no dia 3 e a de
infec&o recrudescente no dia 28 de seguimento, constituem parametros para avaliagao da
eficiéncia do artemisinina e do farmaco parceiro como a lumefantrina, respetivamente
[22, 23].

1.4. Metabolismo de farmacos e xenobioticos

O ser humano esta constantemente em contacto com milhares de substancias quimicas
estranhas ao organismo (xenobioticos) através de exposicdo acidental a contaminantes
ambientais, exposic¢do intencional pelos alimentos, medicamentos ou outros produtos
quimicos. No organismo, 0s xenobidticos, requerem ser submetidos ao processo de
biotransformacdo ou metabolismo, para serem convertidos em metabolitos facilmente
utilizados e excretados. Este processo metab6lico dos xenobidticos envolve reagdes
quimicas que decorrem em diferentes fases, sendo as principais, fase | e fase Il de

biotransformacao [24].

1.4.1. Reacdes de fase | do metabolismo

As reacOes de fase | ou funcionais envolvem oxidacdo, reducdo ou hidrélise, que
consistem na incorporagdo de um grupo reativo no substrato para o tornar quimicamente
ativo. Em determinadas reacgdes, os metabolitos oxidados resultantes sdo quimicamente
mais reativos que o composto inicial, podendo ser mais toxicos ou mais carcinogénicos.
As enzimas que participam nas reacdes de fase | estdo localizadas, principalmente, no

reticulo endoplasmatico da célula hepatica, e sdo designadas de enzimas microssomais.
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A maioria dos processos oxidativos de fase | envolve enzimas da superfamilia de
citocromo P450 (CYP) [25, 26].

As reacOes de fase Il ou de conjugagédo atuam sobre o grupo reativo criado na fase I;
introduzem componentes hidrofilicos, tais como o grupo acetil, sulfato de sédio, glicina
ou acido glicurénico, no substrato criado na fase I, gerando produtos ou compostos
hidrofilico menos reativos ou inativos, facilmente excretados. Estas reacBes sdo
catalisadas por um grupo de enzimas chamado transferases, incluindo UDP-
glucuronosiltransferases (UGTs), as sulfotransferases (SULTS) e as glutationa-S-
transferases (GST). A maioria das transferases localiza-se no citosol, exceto as UGT’s
que catalisam a glucuronidacédo, que € uma enzima microssomal.

Os niveis da concentragdo celular de xenobioticos sdo tambem regulados pelas proteinas
transportadoras localizadas na membrana celular, incluindo as ABC (ATP Binding
Cassette), principalmente a glicoproteina-P1 (Pgp) ou MDR1 analisada neste trabalho, e
pelos anides organicos transportadores de polipeptideo 2 (OATP2). Este processo
transportador, considerado como Fase 111 do metabolismo, assegura o fluxo de i0es de
micro ou macromoléculas e de proteinas, atraves das membranas bioldgicas.

A ativacdo de enzimas das reacdes de fases I e 1, bem como de proteinas da fase Il é
estimulada pelo aumento de concentracdes celulares de xenobidticos. Neste processo
participam os recetores nucleares, nomeadamente o recetor pregnane-X (PXR), o recetor
constitutivo de androgenos (CAR) e o aril hidrocarboneto (AhR). Estes recetores detetam
0s niveis de concentracdo de xenobidticos e agem como reguladores da atividade das
enzimas e de proteinas portadoras, através do sistema modulador (inducdo/inibi¢éo) [26,
27]. Atabela 1.3 e a figura 1.11 ilustram as fases do metabolismo e elementos envolvidos.
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Tabela 1.3. Fases e tipos de reacdes metabolicas e enzimas envolvidas

Enzimas / proteinas

Tipo de reacgéo envolvidas

Fase |

Oxidacéo Hidroxilacdo, N-e O-Desalquilacéo, Sistema de monooxigenases de
Desaminacgao citocromo P450
Desalogenacdo oxidativa
N-e S-Oxidacéo

Reducdo Desidratacdo desidrogenase Sistema de monooxigenases
Desidratagdo de aminas contendo flavina (FMO)
Reducéo de compostos de carbonil Alcool desidrogenase e aldeido

Monoamino-oxidase
Carbonil redutases

Hidrdlise Hidrdlise de epoxidos Epoxido hidrolase
Hidrdlise de ésteres Carboxilesterases
Hidrdlise de peptideos Peptidases

Outros Oxidacdo de anides de superoxidos Superoxidos desmutases
Oxidagdo de peroxidos Peroxidases

Fase 11

Conjugacdo Glucuronosilacdo UDP-glicuronil transferase
Sulfonacéao Sulfotransferases
Acetilacéo N-acetiltransferases
Metilacdo O-, N e S-metiltransferases
Glutationa S-conjugacao Glutationa S-transferases

Fase 111

Transporte  Transportadores de efluxo dependentes do ATP MDR1 (P-glicoprotéinal)
Sistemas de captacdo € o transportador de aniGes
organicos OATP, SLC21A (solute carrier
organic anion transporter)

Moduladores
Modulagdo Fatores de transcricéo Recetores nucleares (PXR,
Ind./Inib. CAR)

1.5. Faléncia terapéutica aos antimaléricos

A faléncia terapéutica refere-se a incapacidade da eliminacdo da parasitémia ou dos
sintomas clinicos ap6s administracdo de farmacos antimaléricos [8]. Os fatores que
podem contribuir para a falha terapéutica incluem: a administracdo de antimalaricos de
baixa qualidade ou em dosagens incorretas e interacfes medicamentosas; a baixa
aderéncia de pacientes ao tratamento; bem como os fatores genéticos, incluindo os
polimorfismos em pfmdrl, pfatp6 e pfK13 associados a tolerancia e resisténcia do
Plasmodium falciparum a farmacos e SNP’s em genes codificadores de proteinas
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enzimaticas e transportadores (por exemplo CYP450 e a P-gp/MDR1), envolvidas no

processo de metabolismo de farmacos no humano [21].

1.6. Genética associada a terapia antimalarica

A designacéo de polimorfismo genético refere-se a uma variacdo na sequéncia do DNA
que ocorre na populacdo de forma estavel, sendo encontrada com frequéncias iguais ou
superiores a 1%, e que ndo afeta a existéncia dos individuos. Se a frequéncia de uma
variacdo for inferior a 1%, a mesma sera considerada simplesmente uma mutacdo. No
entanto, o termo SNP - polimorfismo genético pontual (single nucleotide polymorphism)
refere-se a uma variagdo na sequéncia de DNA que afeta apenas uma base
(adenina (A), timina (T), citosina (C) ou guanina (G)) na sequéncia do genoma [28, 29]'.
No entanto, alguns autores consideram a troca de poucos nucleotidos, assim como

pequenas insercdes ou delecdes (indel) como SNP’s.

Os SNP’s podem acarretar mudancas morfoldgicas ou funcionais (fenétipos), que podem
influenciar a resposta dos organismos a doenca, a agentes bioldgicos e quimicos,

incluindo farmacos.

1.6.1. Polimorfismos em genes do parasita da maléria

1.6.1.1. Resisténcia do Plasmodium aos antimalaricos

A resisténcia do Plasmodium aos antimalaricos foi definida como a capacidade de uma
estirpe de parasita sobreviver e multiplicar-se apesar da administracao e absorcdo de um
antimalarico, em doses iguais ou superiores as normalmente recomendadas, mas dentro
datolerancia do organismo humano, desde que a forma ativa do farmaco aceda ao parasita
ou ao eritrocito infetado, durante o tempo necessario para a sua acdo normal [30].

A multiresisténcia aos antimalaricos refere-se ao fenétipo de resisténcia a dois ou mais
farmacos, fato observado principalmente em P. falciparum. Esta situacdo pode afetar os
farmacos de forma simultdnea ou como resisténcia cruzada. Geralmente envolve
farmacos que pertencem a mesma familia quimica ou que tém modos de acdo
semelhantes, porém, pode também afetar compostos antimalaricos de classes quimicas e

com modos de agdo diferentes.
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Habitualmente, a resisténcia resulta da demora ou falha da eliminacdo das formas
parasitarias assexuadas no sangue, permitindo a producgdo de gametdcitos com mutagdes
que sdo responsaveis pela transmissdo do fenotipo resistente e sua manutencdo na

populacdo humana infetada [31].

1.6.1.1.1. Emergéncia e propagacao da resisténcia

De forma geral, o desenvolvimento de resisténcia ocorre em duas fases: inicialmente, um
evento genético produz uma mutagdo no parasita, capaz de conferir resisténcia (mutagao
de novo), 0 que permite ao parasita sobreviver na presenca de um determinado farmaco;
numa segunda fase, as estirpes mutantes sdo selecionadas, provavelmente pela exposicao
a concentragdes sub-terapéuticas de farmaco e multiplicam-se, originando o aparecimento
de uma populagdo parasitaria ndo sensivel ao tratamento; a estirpe tolerante é
posteriormente transmitida a outros individuos, permitindo assim a sua fixacdo na
populacdo [23, 31]. Geralmente, o surgimento de mutacdes que levam a resisténcia é um
evento espontaneo e raro, ocorrendo de forma aleatéria independentemente do farmaco.
Ap0s o surgimento de parasitas resistentes e sua selecdo, torna-se dificil prevenir a
propagacao da resisténcia na populacéo [23].

O surgimento da resisténcia pode ser facilitado pelo uso de farmacos com tempos de
eliminacdo longos; nessa situacdo, ap6s administracdo do farmaco, as concentracdes
iniciais sdo elevadas o suficiente para matar as estirpes sensiveis do parasita e as
parcialmente resistentes; posteriormente, as concentracbes do farmaco irdo diminuir
progressivamente podendo atingir niveis muito baixos que permitam a selecdo do parasita
tolerante e resistente; as concentracGes podem atingir niveis tdo baixas que se tornam nao
letais até para estirpes sensiveis [23, 31].

Estudos epidemioldgicos tém demonstrado que o surgimento da resisténcia do
Plasmodium ocorre principalmente em areas de baixa transmissao, onde as infecdes sdo
geralmente sintomaticas e um maior nimero de pessoas recebe tratamento, o que ocasiona
maior exposi¢cdo aos medicamentos e oportunidade para selecdo do parasita. O mesmo
ndo acontece em areas de alta transmisséo, onde a maioria das infegdes é assintomatica e
os individuos adquirem imunidade parcial que permite eliminar o parasita e controlar a
infecdo [23, 31]. Considerando que o sistema imunitario destroi as estirpes do parasita,
independentemente do seu estatuto genético, a probabilidade de estirpes resistentes

sobreviverem em todos os estadios do ciclo evolutivo é reduzida; este fato diminui a
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possibilidade de transmissdo e propagacdo da resisténcia e torna as areas de alta
endemicidade menos suscetiveis ao surgimento dos fendtipos resistentes [21, 23].

Em relacdo a propagacéo, as mutagGes podem ter origem em populagdes parasitarias da
mesma area geogréafica ou de diferentes areas. A migracao populacional contribui para a
disseminacdo da resisténcia, podendo veicular estirpes de parasitas mutantes e
recombinantes de uma determinada area geografica para diferentes regides [32]. Por
exemplo, a resisténcia do P. falciparum a cloroquina foi detetada de forma simulténea na
Ameérica do Sul (Colémbia) e na Tailandia em 1960 e 1961, respetivamente, tendo
ocorrido uma propagacao progressiva que afetou praticamente todas as regides endémicas
de malaria por P. falciparum na América do Sul, na Asia e, posteriormente em Africa.
Deste modo, a resisténcia a artemisinina reportada na Tailandia e no Camboja desde 2008,

constitui um risco potencial na perda da eficacia de ACT’s [33].

1.6.1.1.2. Base genética da resisténcia do P. falciparum aos antimaléricos

Em estudos genéticos de resisténcia a antimalaricos em Plasmodium falciparum, tém sido
utilizadas como referéncia duas estirpes clonais do parasita: Dd2 (CQR), que representa
a estirpe resistente a cloroquina e 3D7 (CQS), representando a estirpe sensivel. Por
exemplo, resultado do mapeamento do DNA do P. falciparum efetuado a partir do clone
3D7, revelou que o0 genoma deste parasita compreende cerca de 5300 genes distribuidos
por 14 cromossomas. O DNA tem 23 mega-base (Mb) e apresenta um alto contetudo de
A-T (90%) em intrdes e regides intergénicas [34]. O estudo da estrutura codificante
identificou cerca de 5.300 genes codificantes de proteinas, com uma densidade média de
1 gene por 4.338 pares de bases (bp). Os cromossomas do parasita sao haploides durante
todo o ciclo de vida em humanos e distribuidos ao longo da sequéncia do genoma. O
material genético do Plasmodium encontra-se organizado em trés genomas: 1) genoma
mitocondrial, com 6kb, contém os genes que codificam as proteinas responsaveis pelo
transporte de eletrBes, 2) genoma apicoplasto, com 35kb, contem os genes que codificam
principalmente rRNA, tRNA e proteinas ribossomais e 3) genoma nuclear, que comporta
a maioria dos genes do parasita, incluindo os envolvidos na resisténcia aos antimalaricos.
Os estudos genomicos permitem identificar os polimorfismos em genes do parasita e do
hospedeiro humano e constituem uma orientacao util para a formulacdo de medicamentos

e de vacinas contra a malaria [34].
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1.6.1.1.3. Marcadores moleculares de resisténcia do P. falciparum aos antimalaricos

Os marcadores moleculares sdo sequéncias de DNA especificas, que revelam
determinadas caracteristicas fenotipicas entre individuos geneticamente relacionados. Do
ponto de vista estrutural, os marcadores moleculares representam segmentos de DNA que
estdo ligados a locis (posicoes) especificas que determinam caracteristicas de interesse.
Os mesmos podem ser evidenciados por diversas técnicas moleculares, tais como PCR-
RFLP, microssatélites e sequenciagéo [35].

O uso de marcadores moleculares permite que o potencial genético de uma espécie seja
determinado com maior precisdo, mesmo antes da expressdo do fenétipo.

No presente estudo, foram analisados SNP’s documentados dos genes Pfmdrl (N86Y e
D1246Y) Pfatp6 (S769N) e PfK13 (Y493H, R539, 1543 e T508N) considerados com
marcadores moleculares associados a suscetibilidade do P. falciparum aos antimaléricos
e SNP’s em genes das familias CYP450 e ABC1/MDR1 do humano, considerados

marcadores moleculares associados a variabilidade no metabolismo de farmacos.

1.6.1.1.3.1. Pfmdrl (P. falciparum multidrug resistant)

O gene pfmdrl esta localizado no cromossoma 5 do P. falciparum; codifica para a P-
glicoprotein homologuel (Pghl) ou PfMDRZ1, que é membro da superfamilia ABC (ATP-
binding cassette). De forma geral, as proteinas da familia ABC estdo implicadas no
transporte de nutrientes e efluxo de xenobidticos através das membranas celulares,
regulando a concentracdo intra e extra celular dos mesmos [36]. O gene pfmdrl codifica
para a proteina PFMDR1, uma Pghl localizada na membrana do vacuolo digestivo do P.
falciparum (figura 1.10). SNP’s neste gene, bem com o aumento do nimero de copias do
mesmo, tém sido associados com a modulacdo da suscetibilidade do parasita aos diversos
antimalaricos, principalmente cloroquina, amodiaquina, mefloquina, e também aos
derivados da artemisinina, pelo que sdo sugeridos como marcadores moleculares de
resisténcia para esses farmacos [35, 37].

Em estudos laboratoriais, foi observado que, os clones mutantes de P. falciparum com
alteracdes na proteina PFMDRL, tais como 86Y e 1246Y, estavam associados com uma
diminuicdo da funcdo transportadora dos substratos. Esta perda na capacidade de efluxo
de substratos constitui uma vantagem para o parasita, se o0 farmaco tiver como alvo o

vacuolo digestivo, como é o caso da cloroquina, do quinino e da artemisinina. Deste

47



Maléria por Plasmodium falciparum em Angola - Introducéo

modo, as estirpes portadoras de variantes mutantes ndo acumulam farmaco, apresentando
menor citotoxicidade para o vactolo digestivo e vantagem para a sobrevivéncia do

parasita [38].

Vactolo Digestivo

Citoplasma do Parasito

Figura 1.10. Topologia da proteina PFIMDR1; os pontos a vermelho indicam a localizacdo dos
aminoécidos polimorficos, associados a resposta alterada de P. falciparum a antimalaricos
(adaptado de Sanchez et al., 2010)

1.6.1.1.3.2. PfATPase6

O gene pfATPase6 codifica para a proteina reticulo sacro/endoplasmatico Ca?* - ATPase
(PfSERCA) do P. falciparum. Esta proteina (ATPaseCa?*) tem a funcdo de bomba
reguladora do fluxo de célcio no reticulo endoplasmatico do Plasmodium. Esta funcéo
parece ser inibida pela artemisinina, levando a alteragdo dos niveis de célcio intracelulares
e a homeostasia do parasita [39, 40].

Polimorfismos neste gene estdo associados a alteracdo da sensibilidade do P. falciparum
a artemisinina e seus derivados. Neste estudo, foram analisado o SNP no gene pfATPase6
na posicdo S769N que consiste numa substituicdo de serina (Ser-AGT) por asparagina
(Asn-AAT), tem sido associada com a diminuicdo da sensibilidade do P. falciparum a

artemisinina [41].
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Num estudo in vitro realizado em amostras provenientes da Guiana Francesa, foi
demostrada uma reduzida suscetibilidade a artemisinina em 6 de 7 amostras com a
mutacdo 769N no gene pfATPase6. As amostras com mutacGes apresentavam valores de
IC50 (concentracdo inibitoria do farmaco necessaria para matar 50% de parasitas) vinte
vezes superior ao valor maximo apresentado por isolados de outras origens, envolvidos
em estudos semelhantes. Este resultado reforca a ideia do envolvimento de SNP’s do gene
pfATPase6 na resisténcia a artemisinina, pelo que, este gene foi sugerido como sendo

marcador molecular de resisténcia do P. falciparum a artemisinina [39].

1.6.1.1.3.3. pfK13-propeller

Mutagdes no dominio helicoide do gene K13 do P. falciparum (pfK13-propeller) foram
identificadas como marcadores moleculares de resisténcia do parasita a artemisinina [42].
Este gene esta localizado no cromossoma 13 do P. falciparum; codifica para PfK13 que
é uma proteina da superfamilia Kelch, cujo dominio helicoide contem sitios de interacdo
com varias proteinas que participam em diversas funcdes celulares, incluindo a regulagdo
de proteinas implicadas na degradacdo da ubiquitina e na resposta ao stresse oxidativo.

Mutacdes no gene K13, principalmente nos coddes 493, 539, 543 e 580, tém sido
associadas com um tempo prolongado da eliminagéo da parasitémia, ap6s administracéo
da artemisinina em ensaios clinicos; e, num estudo in vitro em amostras oriundas do
Camboja e Tanzania, utilizando a técnica de RSA (Ring- stage Survival Assay), foi
observado um aumento consideravel da taxa de sobrevivéncia de trofozoitos [42]. Essas
observacBes sugeriram que mutacdes no gene K13-Propeller, especialmente nos loci
493(Y>H), 539(R>T), 543(1>T) e 580(C>Y), afetam a suscetibilidade do P. falciparum e

sdo extremamente relevantes na resisténcia do parasita a artemisinina [42, 43].

1.7. Polimorfismos em genes do hospedeiro humano

A farmacogenética desempenha um papel determinante na resposta terapéutica aos
farmacos [44]. No humano, determinados SNP’s podem afetar a farmacocinética e dar
origem a formacdo de subgrupos populacionais, classificados de acordo com a sua

variabilidade na capacidade de metabolizar os substratos, incluindo farmacos, em: a)
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metabolizadores lentos ou pobres (poor metabolizers - PM), geralmente portadores de
variantes alélicas associadas com proteinas de baixa atividade catalitica, tém tendéncia p
ara acumular niveis plasmaticos de farmaco superiores ao esperado, podendo ocorrer
toxicidade; porém, se o substrato administrado for um pré-farmaco, o PM podera estar
em risco de falha terapéutica, uma vez que o composto administrado necessita de
metaboliza¢do para gerar o composto ativo; b) o metabolizador rapido (UEM / ultra
extensive metabolizer) apresentara niveis mais baixos de farmaco (sub-terapéuticos), a
partir de uma dosagem de referéncia, uma vez que o principio ativo é precocemente
formado e eliminado; c) enquanto o metabolizador extensivo (extensive metabolizer,
EM), geralmente portador do alelo selvagem, apresentard niveis de expressdo ou de
atividade adequados. De entre os fatores que influenciam a variabilidade fenotipica na
farmacocinética dos antimalaricos, constam os SNP’s em genes codificantes de CYP450
e ABC1/MDR1 do humano, documentados como marcadores moleculares associados ao

metabolismo de farmacos [44, 45].
1.7.1. Marcadores moleculares associados ao metabolismo de farmacos

1.7.2. SNP’s em genes da superfamilia Citocromo P450 (CYP)

Os genes CYP450 codificam para diferentes enzimas da superfamilia citocromo, no
humano, estas enzimas CYP450 estdo localizadas em maior quantidade nas células
microssomais do figado, sendo também expressas noutros tecidos, nomeadamente o trato
gastrointestinal, pulmdes e rins.

As enzimas das familias CYP1, CYP2 e CYP3 participam na fase | do metabolismo de
cerca de 80% dos farmacos de uso clinico, enquanto as outras familias estdo envolvidas

principalmente no metabolismo de componentes endégenos [28, 46].

Neste estudo, foram analisados SNP’s em genes CYP3A4 / CYP3A5 e ABC1 por causa do
seu envolvimento no metabolismo da combinacdo AL e os SNP’s nos genes CYP1A1,
CYP1B e CYP2C8, devido a sua participacdo no metabolismo da amodiaquina,

componente de ACT’s em uso em Angola.
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1.7.1.1. CYP1Al

O gene CYP1AL esta localizado no cromossoma 15q22-q24. Contém sete exdes, seis
intrGes e 5.810 pares de bases (Figura 1.14). Este gene codifica para a enzima CYP1Al,
encontrada principalmente em tecidos extra-hepéticos, incluindo tecidos cardiaco,
pulmonar, intestinal e nos linfocitos [28][46]. O CYP1A1 é polimorfico, apresentando
SNP’s com cerca de 15 variantes alélicas identificadas, dos quais a CYP1A1*2B,
caracterizada por uma substituicdo do aminoacido lle462Val (2455G>A) no exao 7, que
codifica para uma proteina com atividade enzimatica acentuada [47][48]. O CYP1Al
parece ter menor relevancia no metabolismo de farmacos, devido ao padréo ndo hepatico
da enzima que codifica, todavia, apresenta importancia clinica significativa em areas
endémicas de maléria pela sua participacdo no metabolismo da amodiaquina, estando
também reportada a sua participacdo no metabolismo dos antimaldricos quinino e
cloroquina, demostrado em estudos in vitro [48].

Neste estudo, foi analisado 0 SNP do gene CYP1A1 na posi¢do 2455 A>G que envolve a
variante alélica CYP1A1*2B, considerado relevante na metabolizacdo de antimalaricos,

particularmente a amodiaquina [49].

CYP1A41
2414 T=A
448N)
15q22-q24 a
E 4 2453 C=A
(T461N)
318 =G 1636 G=T 2455 A=G
(T173R) (M3311) (1462V)
233 T=C 1413 T=C 4 _
Gene l (R4645/C)
¢ Y k.
- -
2346 _2347insT
[Tramesh].ﬂ} - 2546 C=G
2500 C=T (P492R)
R4TTW)
2515 G=A

Figura 1.14. — Estrutura do gene CYP1ALl (http://www.ensembl.org/). O cdddo de
iniciacdo ATG esta perto da extremidade 5' do ex&o 2, produzindo uma proteina de 512
aminoacidos
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1.7.1. 2. CYP1B1

O gene CYP1B1, localizado no cromossoma 2, é composto por trés exdes com a regido
de leitura (ORF) (Figura 1.15); codifica para enzima (CYP1B1) que tem uma expressdo
predominantemente extra-hepética, encontrada em diferentes tecidos do organismo,
incluindo sangue periférico e rins. Esta enzima estd também envolvida em diferentes
funcdes fisioldgicas, incluindo a participacdo no metabolismo de substratos enddgenos,
tais como o esteroide 17 B-estradiol, testosterona e progesterona [47, 48].

Considera-se que determinadas mutac6es no gene CYP1B1 desempenham um papel
relevante na ativagdo de compostos pro-carcinogénicos, tais como HAP, arila e aminas
heterociclicos, e de metabolitos reativos que causam danos ao DNA [45]. Foram
identificadas cerca de 26 muta¢6es polimérficas no CYP1B1 em seres humanos, sendo 19
associadas com alteracdes na sequéncia de aminoacidos. Entre as mais documentadas
estdo as variantes alélicas CYP1B1*3 (4326G>C) que consiste numa substituicdo de
aminoacido Leu432Val e CYP1B1*5 (4360G>C), substituicdo Ala443Gly, analisadas
neste estudo. As mesmas codificam para proteinas com expressdo enzimatica diminuida
em comparacdo com o alelo selvagem (CYP1B1*1) e, tém sido associadas ao

metabolismo de farmacos antimalaricos, com realce para a amodiaquina [47, 49].

4125 G=T
i e (G365W)
182 G-a (Q§SK) 4168 C-T

4326 C=G
501_502insT @432v)

(Frameshift)

4382 C=T
863_864insC ®437L)
SRE—— 4353 G=C

(D441H)

4360 C-G
(A443G)

Figura 1.15. - Estrutura do gene CYP1Bl1 tem 12Kb e contém trés exdes
(http://www.ensembl.org/). A tradugdo comeca perto da extremidade 5' do segundo exdo
produzindo uma proteina de 543 aminoacidos.
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1.7.1.3. CYP2C8

O gene CYP2C8, com 31 kb, é um dos quatro membros da subfamilia CYP2C esta
localizado no cromossoma 10g24; € constituido por nove exdes; codifica para uma
enzima (CYP2C8) composta por 490 aminoacidos (http://www.cypalleles.ki.se/
cyp2c8.htm) (Figura 1.16). A enzima CYP2C8 representa cerca de 7% do total das

enzimas CYP450 hepaticas, também encontrada em varios tecidos extra-hepaticos, tais

como intestino, rins, cérebro e coracdo, assim como em tumores de cancro da mama. Esta
enzima esta envolvida no metabolismo de substratos enddgenos e de varios farmacos,
incluindo antimalaricos, principalmente a amodiaquina e o quinino. Além da variante
selvagem (CYP2C8*1A) que apresenta expressao e atividade normal da enzima CYP2CS8,
este gene compreende as variantes alélicas CYP2C8*2 (805T), *3 (416G e 1196G) e*4
(792G) que codificam para enzima de atividade alterada [47].

O gene CYP2C8, em conjunto com CYP1Al e CYP1B1 tém sido sugeridos como
potenciais marcadores farmacogenéticas e ferramentas de farmacovigilancia em
esquemas terapéuticos contendo AQ, para identificacdo de individuos com uma
predisposicdo genética para efeitos colaterais (por exemplo, portador de 2C8 * 2 / * 2).
A importancia do CYP2C8 no ambito deste trabalho reside na sua participacdo no
metabolismo de antimalaricos, principalmente a amodiaquina. Considera-se que a
CYP2C8 em conjunto com CYP1A1 e CYP1B1 participa na biotransformacao de AQ e
DEAQ em quinine-imine (QI), um metabolito tdéxico deste antimalarico [47, 50]. Tem
sido reportada, embora de uma forma muito esporadica (aproximadamente 1:2000), casos
com efeitos adversos caracterizados por neutropenia e insuficiéncia hepatica grave,

supostamente associado ao QI [46][49].
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Figura 1.16 - Estrutura de gene CYP2C8 representando os diferentes SNP’s, analisados
neste estudo (http://www.cypalleles.ki.se/).

1.7.1.4. CYP3A4 e CYP3A5

No humano, a subfamilia de genes CYP3A esta localizada no cromossoma 7g21-922.1,

e tem cerca de 220 kb e é composta de quatro genes: CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7 e
CYP3A43, que codificam para as enzimas correspondentes [51, 52].

O CYP3A4 ¢ constituido por 13 exdes, 12 intres e codifica para uma proteina de 502
amino&cidos (Figura 1.17), sendo o CYP3A5 composto pelo mesmo nimero de exdes e
intrBes e também codifica para uma proteina com 502 aminoécidos (Figura 1.18) [28, 53].
As enzimas CYP3A4 e CYP3AS5 partilham uma analogia na sequéncia de aminoacidos
de aproximadamente 85%; no entanto tém diferencas ao nivel da atividade catalitica e
seletividade para substratos com base na sua regido recetora [44]. Estas isoformas
representam a mais abundante porc¢ao do sistema CYP450 localizado no figado [53]. As
mesmas apresentam uma sobreposicdo na especificidade dos seus substratos, o que
dificulta a sua distingdo em termos da funcdo metabolizadora. Estdo envolvidas no
metabolismo hepatico e intestinal de diversos substratos enddgenos e exdgenos e na
biotransformac&o de cerca de 50% dos medicamentos prescritos, incluindo antibidticos,
farmacos anti-retrovirais e antimalaricos [44].

Os genes CYP3A4 e CYP3AS5 exibem um namero consideravel de polimorfismos (SNP’s),
com cerca de 20 variantes alélicas ja identificadas no CYP3A4 e 11 no CYP3A5

(http://www.cypalleles.ki.se). Entre as mais documentadas, e que codificam para
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proteinas com atividade enzimatica alterada, constam a variante CYP3A4*1B,
caraterizadas pela substituicdo do nucle6tido A para G no locus 392 do gene CYP3A4 e a
variante CYP3A5*3C uma mutagdo 6896G>A do gene CYP3A5 [52].

Em relacdo ao CYP3A4*1B foi reportado, em diferentes estudos, que os individuos
portadores da variante alélica CYP3A4*1B apresentam uma metabolizacdo acentuada dos
substratos em comparagdo com os portadores do gendtipo selvagem CYP3A4*1/*1; o que
sugere que o alelo mutante (CYP3A4*1B) codifique para uma enzima (CYP3A4) de
atividade acentuada. Em ensaios in vitro, foi observado uma acentuada transcricdo da
CYP3A4 no alelo mutante, o que sugere que esta variante codifica para uma proteina com
atividade enzimaética acentuada mesmo in vivo [44]. Os resultados de um estudo sobre o
impacto de polimorfismos no gene CYP3A4 na farmacocinética da ciclosporina sugerem
que o alelo mutante (*1B) codifica para uma proteina com atividade enzimatica
aumentada. Nesta situacdo, os portadores do alelo mutante terdo tendéncia para
metabolizar e eliminar rapidamente o0s substratos, o que resultarda em baixas
concentracOes dos farmacos e risco para falhas terapéuticas [51, 54].

Para 0 gene CYP3A5, o0 gendtipo mutante (CYP3A5-6986G) ou CYP3A5*3 € a variante
alélica mais documentada, considerada ser associada com alteracdo da proteina
(CYP3A5) codificada, com atividade enzimatica muito reduzida ou mesmo sem
atividade. Os portadores da CYP3A5*3 metabolizam os substratos de forma lenta (PM)
resultando em excre¢do diminuida, elevadas concentracGes dos substratos e risco de
ocorréncia de efeitos toxicos [54].

Além da acdo moduladora dos recetores nucleares (PXR, CAR) a expressao dos genes
CYP3A4/5 e a atividade das enzimas codificadas sdo também influenciadas por fatores
ndo genéticos incluindo: efeito indutor/inibidor de farmacos, causas dietéticas, hormonais
ou patoldgicos.

De forma geral, os polimorfismos (SNP’s) nestes genes apresentam uma distribuicdo
variavel entre os grupos populacionais, com tendéncia para a predominancia do alelo
mutante (CYP3A5*3) em populagcdes brancas (82 — 96%), tendo sido observado
diferengas significativas associadas a distancia ao equador. Um estudo genético
comparativo reportou frequéncias na ordem de 6% na populacdo Yorubas na Nigéria e
96% em caucasianos dos paises Baixos; em média, foram reportadas em estudos de
diferentes populacdes as seguintes frequéncias para CYP3A5*3: Negros americanos
(33%), Japoneses (85%), Chineses (67%), Mexicanos (75%) e 67% em populagoes

Sudeste Asiaticas (excluindo Japdo e China) [55].
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Estes genes foram alvo de analise deste estudo por apresentarem SNP’s que influenciam
a variabilidade no metabolismo e na farmacocinética da combinacdo AL, que afeta a

resposta terapéutica [56].
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Figura 1.17. - O gene CYP3A4, constituido por 13 exdes em 26,5 Kb; apresenta os

diferentes intrdes e exdes e a localizagdo dos SNP’s (http://www.cypalleles.ki.se).
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1.7.2. SNP’s em genes da superfamilia ABC1/ MDR1

1.7.2.1. Proteinas transportadoras de membrana

Glucoipido
Proteina peritérica Liquido
Glucoprotel'na Extracelu'ar
Poro
A
¥ vy 0
Fosfolipidos: 4 JED
Cabeza polar—- AP <
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o) . lipidas
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Colesterol\ Proteina Proteinas

periférica Integrales

Proteina

Figura 1.19. — Estrutura da membrana celular, ilustrando a posic¢éo da glicoproteina
(http://php.med.unsw.edu.au/cellbiology/images/a/aa/Cell_membrane.png>. Acesso em:
16/05/2016.)

1.7.2.1.1. MDR1 (multi drug resistance)

O gene MDR1 esta localizado no cromossoma 7, na banda p21-21.1; o seu cDNA abrange
cerca de 4,5 kb, com 28 exdes variando em tamanho entre 49 e 587 bp. O MDR1 codifica
para P-glicoproteinal (P-gpl) que é um polipeptideo com 1280 aminoacidos e uma massa
molecular de cerca de 170 kDa [51].

A P-glicoproteinal pertence a familia de ABC / MDR (ATP- Binding Cassette), tem a
funcdo de transportar os seus substratos através de membranas celulares, dependentes da
hidrolise de ATP; é encontrada em organismos procariotas e eucariotas [57, 58]. No
humano, a P-gp encontra-se em diversos tecidos incluindo o hepético e intestinal, onde
participa na excrec¢do ou retencgéo seletiva de substratos, influenciando a concentragéo de

inimeros compostos enddgenos e exdgenos nas células e no sangue. Os substratos da P-
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gp abrangem diversas classes de farmacos, dos quais 0s antimalaricos, nomeadamente a
cloroquina, a amodiaquina, o quinino, a mefloquina e a artemisinina [59, 60].

O gene MDR1 é bastante polimorfico, apresentando diferentes mutacdes (SNP’s)
associadas a variacdo do nivel da expresséo do gene e da atividade da proteina codificada
(Figura 1.20). Entre os SNP’s mais documentados e associados a P-gp de funcéo alterada,

encontram-se as posigdes --129T>C e 3435C>T [56], analisados neste trabalho.

N 12 COO
4036G
&b30C
T ATH )
1n
| A2456G
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AS48G  |T1236c G2677T/A [l LT
T-129C G2 54& LL

(1123 T4]5l6[7[8 19 fiofi1]12[13[14]15[16[17]18][19][20[21]22[23]24]25[26]27]28]

Fig. 1.20. — Estrutura do gene MDR1 humano, com ilustracdo da posigdo dos principais SNP’s -
129T>C e 3435C>T na regidao promotor e 0 na exdo 28 respetivamente (adaptado de Li Yang-
Hong et al, 2006)

O SNP MDR1 -129T>C é uma substitui¢cdo do nucleétido timina (T) pelo citosina (C)
nesta posicdo, encontrada na regido promotora do gene MDRL1. Trata-se de um
polimorfismo silencioso, que ndo causa alteracdes na estrutura da proteina codificada,
porém, torna a regido promotora fraca, com velocidade de transcricdo diminuida. A
mutacao neste locus tem sido associada a alteracdao do nivel de expressdao do MDR1 e a
P-gp com a funcdo transportadora diminuida [58, 61]. Foi observado, em estudos
farmacocinéticos, que os individuos portadores do gendtipo heterozigético (T/C)
apresentam niveis de expressdo da P-gp cerca de duas vezes mais baixo do que em
portadores do gendtipo (TT), no entanto, existem estudos onde ndo foi observado
associacdo significativa entre os genotipos do MRD1 e os niveis da atividade da P-gp [58,
61].
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O SNP C3435T, do gene MDR1 encontrado no exao 26; consiste na substituicdo do
nucledtido citosina (C) pelo timina (T), e € um polimorfismo silencioso, ndo ocorrendo
alteracdo do aminoacido na posicao correspondente, com manutencdo da isoleucina (lle)
na posicdo 1145. Apesar de ser um polimorfismo silencioso, tém sido observadas
alteracdes da atividade da P-gp em estudos efetuados sobre este SNP [58, 61]. Em estudos
farmacocinéticos foram observados niveis da atividade da P-glicoproteina duas vezes
mais baixos em individuos portadores do genétipo mutante (TT), em comparagdo com 0s
portadores do genotipo selvagem (CC), apresentando os heterozigdticos um fendtipo

intermédio [61].

1.8. Maléria em Angola

A Republica de Angola encontra-se situada na costa ocidental da Africa Austral, a Sul do
Equador, entre os paralelos 4° 22"e 18° 02”. E o sexto Pais Africano de maior dimens&o,
com uma area de cerca de 1.246.700 km?, uma costa de 1.650 km e uma fronteira terrestre
de 4.837 km, limitado a Norte, pela Republica do Congo, Brazzaville e Republica
Democratica do Congo, a Leste pela Zambia, a Sul pela Namibia e a Oeste pelo Oceano
Atlantico, abrangendo ainda a Provincia de Cabinda, situada a Norte, entre 0 Congo-
Brazzaville e a Republica Democréatica do Congo, a sua capital € a cidade de Luanda [62].
O pais esta dividido entre uma faixa costeira arida, que se estende desde a Namibia até
Luanda, um planalto interior himido, uma savana seca no interior a sul e sudeste, e
floresta tropical no norte e em Cabinda.

Administrativamente, Angola tem 18 provincias (figura 1.21), com a populacdo global
estimada em 26.000.000 de habitantes [62].

O quadro epidemioldgico do Pais é caraterizado por doencas infeciosas transmissiveis
com destaque para as grandes endemias, como malaria, VIH/SIDA e tuberculose e as
doencas tropicais negligenciadas, como tripanossomose humana Africana, filarioses e
geo-helmintoses. Estdo presentes também, as doencas respiratdrias agudas e as diarreicas
agudas, bem como doencas passiveis de prevencao através de vacinagdo, como 0 sarampo
[62].

A maléria continua a ser o maior problema de satde publica em Angola; toda populagéo

estd sob risco de contrair a doengca. A mesma, representa 25% das necessidades dos
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cuidados de saude, 20% de internamentos hospitalares, 40% de mortes perinatais, 25%
de mortes maternas e a maior causa de absenteismo laboral e escolar. O P. falciparum é
responsavel por cerca de 92% dos casos e € a principal espécie implicada nas formas
graves e complicadas. O P. vivax é responsavel por cerca de 5 a 7% dos casos e o P.
malariae tem representado menos de 1% dos casos registados.

De acordo com o perfil de transmissdo da maléria, o estrato de alta transmisséo
(hiperendémica) corresponde as provincias de Cabinda, Uige, Malange, Lunda Norte e
Lunda-Sul; o de transmissdo moderada estavel (mesoendémicas estaveis) corresponde as
provincias de Luanda, Zaire, Bié, Huambo, Benguela, Moxico, Kwanza-Norte, Bengo; o
estrato de transmissdo moderada instavel (mesoendémica instavel) corresponde as
provincias do Namibe, Huila, Cunene e Kuando Kubango. As diferentes areas de risco

epidémico de Angola encontram-se ilustradas na figura 1.21.

Malaria Transmission Data in Angola
. Hyper-Endemic

D Meso-Endemic - Stable

[ ] Meso - Endemic - Unstable

r \_—»-\

'? Namibe/\/ Kuando Kubango
) Cunene

mﬂw

Figura 1.21. — Perfil de endemicidade de malaria em Angola (Atlas geografico de

Angola)
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Em 2006, com base nos resultados dos estudos de eficécia terapéutica, foi adotada a
combinacdo Artemeter + Lumefantrina (Coartem®) como farmaco de 12 linha, em
substituicdo da cloroquina. Com a implementacdo de intervengdes integradas, o Programa
Nacional de Controlo de Malaria (PNCM) reportou uma reducdo substancial das taxas de
morbidade e mortalidade. No periodo de 2005 a 2015, foi observado um decréscimo de
oObitos atribuidos a maléria, tendo sido reportado 13.763 6bitos em 2005, 8.114 em 2010
e 15.997 em 2016 (relatério PNCM 2016*). Apesar dos progressos registados, a malaria
continua a ser o0 maior problema de salde publica [2].

A tabela 1.4. ilustra os sobre casos e 0bitos por malaria de 2014 a 2017.

* de salientar que neste ano ocorreu um surto epidémico de maléria no pais.

Tabela 1.4. Casos e Obitos registados de acordo com os métodos de diagndstico, 2014
— 2016. Fonte: relatério OMS sobre maléria, 2017.

Casos / 6bitos (n)

Populagdo sob risco de malaria 28.813.475
Presumidos e confirmados 3.180.021 3.254.270 4.301.146
Examinados ao MO 3.398.029 3.345.693 4.183.727
Confirmados aoc MO 1.431.313 1.396.773 2.508.128
Examinados com TRD 1.855.400 3.009.305 2.959.282
Confirmados com TRD 867.666 1.372.532 1.736.125
Obitos 5.714 7.832 15.997
n = nimero

Com base no panorama nacional, foi realizado o presente estudo, que contempla fatores
associados ao parasita, bem como a metaboliza¢do de farmacos no hospedeiro humano,
como contributo para a monitorizacdo da resisténcia a antimalaricos em Angola.

O estudo esta focado na avaliacdo da eficacia da combinacgdo terapéutica AL, com a
avaliacdo das frequéncias dos SNP’s em genes do P. falciparum (pfmdrl, pfATP6 e
pfK13), escolhidos com base nas suas associa¢des com alteracOes da suscetibilidade do
parasita aos antimalaricos previamente reportadas, e avaliacdo de SNP’s em genes do
hospedeiro humano, componentes das subfamilias de CYP450 e de ABC/MDR,
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selecionados devido ao seu envolvimento na metabolizacdo dos antimalaricos, incluindo
0s componentes da combinacao a base de artemisinina em estudo.

Com base no exposto, o presente estudo teve como objetivo, efetuar uma pesquisa em
amostras de sangue colhidas em Angola, em doentes infetados por P. falciparum e
tratados com a combinacdo artemeter + lumefantrina, com o fim de avaliar a resposta
terapéutica in vivo e associar estes dados com determinados polimorfismos reconhecidos
como marcadores moleculares, nos genes pfmdrl, pfatp6 e K13-Propeller do parasita,
assim como nos genes codificadores de enzimas da superfamilia CYP450 e de proteinas

transportadoras P-gp/ MDR do hospedeiro humano.
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1.9. Objetivo Geral

Estudar polimorfismos geneticos no Plasmodium falciparum e no hospedeiro humano e
verificar a existéncia de associagdo com a resposta terapéutica a combinacao a base de

artemisinina utilizada.

1.9.1. Objetivos Especificos

1) Analisar a resposta clinica e parasitologica em pacientes com malaria nao
complicada, apds tratamento com a combinacdo artemeter + lumefantrina e

seguimento até ao 28° dia;

2) Determinar as frequéncias de polimorfismos, nos genes associados a resisténcia a
antimalaricos em Plasmodium falciparum (pfmdrl, pfatp6 e K13) e, também

avaliar o nimero de cépias no gene pfmdrl nas amostras em estudo.
3) Determinar as frequéncias, na populacdo humana em estudo, dos SNP’s
conhecidos nos genes CYP3A4, CYP3A5, CYP1B1, CYP2C8, MDR1, associadas

a alteracdes na metabolizacdo e transporte de farmacos;

4) Avaliar a associacdo da resposta terapéutica a combinacdo AL, com as frequéncias

dos SNP, nos genes estudados referidos em 2 e 3.
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1. Material e métodos

64



Malaria por Plasmodium falciparum em Angola - Material e Métodos

11.1. Material

11.1.1. Material biol6gico

Amostras de sangue periférico colhidas em Angola de pacientes infetados com P.
falciparum, os quais cumpriram os critérios de inclusdo em estudos de eficacia terapéutica

indicados pela OMS, descritos na sessdo 11.3.2.4. [8].

DNA de clones de P. falciparum, 3D7 e Dd2, com diferentes perfis de suscetibilidade a
cloroquina, o clone 3D7 sensivel e 0 Dd2 resistente a este farmaco [33]. Este DNA foi
utilizado como controlo nas reacdes de PCR e PCR-RFLP durante as analises moleculares

dos polimorfismos nos genes do parasita [34].

DNA total de caucasianos e negros, utilizadas como controlos nas rea¢6es de PCR e PCR-
RFLP durante as analises moleculares dos polimorfismos em genes do hospedeiro

humano, codificadores de proteinas transportadoras e metabolizadores.

Este trabalho compreende 3 capitulos (tabela 11.1) cuja analise da associacdo entre 0s
resultados obtidos fornece informacéo relevante para a compreensao de aspetos referentes
a genética do P. falciparum e do hospedeiro humano e sua associacdo a resposta
terapéutica a farmacos antimaléricos, em Angola:
a) Analise da frequéncia de polimorfismos genéticos do parasita e sua associacao a
resposta ao AL,
b) Anélise da frequéncia de polimorfismos em genes do Homem de transporte e
metabolizacdo de farmacos;
¢) Quantificacdo por HPLC dos farmacos e/ou seus metabolitos em circulagdo no

sangue.
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Tabela I11.1. Componentes do estudo

Doentes infetados com P. falciparum

I I I

Polimorfismos em Polimorfismos em Concentracéo de
genes do parasita: genes do hospedeiro farmaco em
pfmdrl humano: circulagdo por HPLC
pfATP6 CYP450 <
pfk13 MDR1

! I !

Resposta Clinica a terapéutica

I1.2. Consideracdes Eticas

O estudo foi submetido e teve a aprovacio do Comité de Etica do Ministério da Satde de
Angola (documento em anexo 1l.1.), foram ainda obtidas autorizacbes éticas das
instituicOes envolvidas nas colheitas (anexo 11.2.).

A Comissdo Nacional de Protecdo de Dados em Portugal, dispensou este trabalho de
notificacdo deste 6rgdo, uma vez que a selecdo dos pacientes e colheita de amostras
bioldgicas foi efetuada em Angola, este estudo ndo requer a notificacdo da CNPD, requer
apenas o cumprimento dos requisitos da lei angolana, os quais foram cumpridos.

Em todos os momentos da implementacdo dos protocolos do estudo as normas de
biosseguranca, a saude e o bem-estar dos pacientes foram assegurados.

Foi garantida a confidencialidade dos dados dos sujeitos incluidos, tendo os pacientes o
direito de se retirar do estudo por qualquer razdo até a fase de escrita e publicacdo dos
resultados. Apds a analise dos resultados, todos os dados foram anonimizados de forma
irreversivel. As amostras serdo destruidas apds a conclusdo de todos os trabalhos e
publicacdo dos mesmos.

Aos individuos passiveis de inclusdo no estudo, por cumprirem os critérios abaixo
descritos, foram explicados os objetivos do trabalho e os respetivos procedimentos, tendo
posteriormente sido obtido consentimento informado assinado (modelo apresentado no
anexo 11.3.). Este estudo ndo incluiu criangas com idades inferiores a 6 meses, nem

pacientes com quadro clinico grave.
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11.3. Estudo da resposta terapéutica a combinacéo AL

11.3.1. Calculo do tamanho da amostragem

A dimensao da populacédo do estudo foi estimada com base no protocolo da OMS 2009
[8], para estudos de eficacia terapéutica de antimalaricos. De acordo com a recomendacao
do grupo técnico de peritos em quimioterapia de mal&ria em 2008, o célculo da amostra
é baseado na proporcao esperada de falhas terapéutica na populagdo em estudo, tendo em
consideracdo o nivel de confianca estimado de 95% e o grau precisdo de 5%. Para estudos
de eficacia que envolvem um unico farmaco, tal como no estudo aqui apresentado, para
que o estudo seja considerado representativo é necessario no minimo 73 pacientes, no
entanto, de acordo com as guidelines da OMS, é recomendado adicionar 20% ao tamanho
inicial da amostra, para compensar eventuais perdas durante o processo de seguimento.
Pelo que a amostra necessaria para que o presente estudo fosse estatisticamente

significativo é de 88 individuos [8].

11.3.2. Analise estatistica

Os dados sobre a resposta terapéutica ao AL e sobre frequéncias dos SNP’s foram
analisados usando o programa IBM SPSS verséo 23. O teste do Qui quadrado ( 2) e score
Z (valores padronizados) foram utilizadas para determinar diferencas significativas entre
os parametros analisados. Foram também utilizados os testes Bonferroni e o de
Benjamini-Hochberg, para analisar as associagdes entre aos resultados terapéuticos a AL
e as frequéncias dos polimorfismos nos genes do hospedeiro humano, bem como nos

genes do parasita.

11.3.3. Populagéo de estudo

11.3.3.1. Locais de colheita

A colheita de amostras foi realizada em Luanda, Angola, em 2011, 2012 e 2013, nos
periodos de maior transmissdo de malaria (entre Fevereiro e Maio), em trés unidades de
saude: (1) Hospital Divina Providéncia, unidade de satde sob gestdo da Igreja Catdlica,

situado na area periurbana de Kilamba Kiaxi, a qual possui servi¢os de atendimento
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ambulatorio, internamento de pacientes e laboratorio de diagnostico bem equipado; (11)
Clinica do Exército, situado na zona urbana da Maianga, na parte central da cidade de
Luanda, pertence aos servicos de salde das Forgas Armadas e tem servigcos de
atendimento ambulatorio, internamento e laboratorio bem equipado; (111) Centro de
Salde do Instituto Superior Técnico Militar (ISTM), uma unidade de salde da escola
militar, situada na zona periférica de Luanda, também apresenta servico de atendimento
ambulatério e laboratorio equipado. Os estudos moleculares foram realizados no
laboratdrio de malaria, da Unidade de Parasitologia, no Instituto de Higiene e Medicina

Tropical/lUNL, em Lisboa, Portugal.

11.3.3. 2. Selecéo de Pacientes

Foram selecionados pacientes com idade superiores a seis meses, de ambos 0S Sexos,
independentemente da sua area de residéncia, que foram atendidos nas unidades de satde
acima mencionadas, por apresentarem quadro clinico sugestivo de maléaria e com exame

de gota espessa positiva para P. falciparum.

11.3.3. 2.1. Critérios de exclusdo do estudo

a) Presenca do qualquer sinal de perigo, de malaria grave ou complicada;

b) Presenca de situacdes que originem febre causada por outras doengas que nédo seja
apenas malaria, nomeadamente pneumonia, sarampo, abcessos graves, ou outras
doencas graves da pele, diarreia aguda grave com desidratacao, otite média, outras
doencas graves (meningite, TB, infecdo por VIH) ou presenca de malnutri¢éo

grave.

11.3.3. 2.2. Critérios de inclusdo no estudo

a) Doente com maléria ndo complicada, militares e civis, incluindo criangas com
idades superiores a 6 meses e peso ndo inferior 5 kg;

b) Possibilidade de fazer medicagao por via oral,

c) Mono-infecdo por P. falciparum com uma densidade parasitaria entre 2.000 e
100.000 parasitas assexuados por microlitro de sangue;

d) Temperatura axilar > 37,5°C ou historia de febre nas Gltimas 24 horas;
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e) Auséncia de sinais de perigo, ou auséncia de sinais de malaria grave e complicada
de acordo com a definicdo da OMS [4];

f) Hemoglobina superior a 5,0 g/dl,

g) Ter a possibilidade de apresentar-se nos dias de controlo durante um periodo de
28 dias;

h) Auséncia de historia de hipersensibilidade aos medicamentos em estudo;

i) Consentimento do doente, dos pais ou acompanhantes de menores, ap0s

explicacdo dos procedimentos e objetivos do estudo.

11.3.4. Colheita de amostras

Apos obtencdo do consentimento informado assinado, aos pacientes incluidos, foi
efetuada colheita de amostras de sangue por puncdo digital, nos dias de seguimento. No
momento de cada colheita foram efetuados gota espessa e esfregaco de sangue, corados
com Giemsa, para a pesquisa do Plasmodium por microscopia Otica [18]. A leitura das
laminas para o diagndstico microscépico foi realizada nas unidades de seguimento, por
técnicos de laboratorio competentes e treinados para o estudo (registo efetuado conforme
ficha no anexo 11.4). Os resultados positivos por microscopia Otica foram sempre
confirmados pelo investigador responsavel pelas colheitas.

O sangue para analise molecular foi colhido por puncéo digital, para papel filtro
Whatman®4. As amostras foram identificadas, conservadas & temperatura ambiente em
embalagens individuais, e transportadas para o Instituto de Higiene e Medicina Tropical
(IHMT), em Lisboa, Portugal, onde foi efetuada a extracdo de DNA e a analise molecular
subsequente.

Ap0s a colheita da amostra sanguinea, foi iniciado o tratamento dos pacientes, constituido
por 4 comprimidos de AL (Coartem® Novartis, Basel Suica) em dose tnica, no momento
do diagndstico, 4 comprimidos apds 8 horas e, 4 comprimidos duas vezes ao dia (manha
e noite) em cada um dos 2 dias subsequentes (total de 24 comprimidos) para adultos; as
criangas com <35 Kg, as doses foram ajustadas de acordo com o peso [4] (anexo I1.5.).
Os pacientes foram submetidos a seguimento, com avaliacdo clinica e microscdpica,
durante 28 dias, tendo em cada dia de seguimento sido efetuada a colheita de sangue para
analise microscopica e molecular com base no protocolo de estudo de eficacia da OMS

[8], estando previsto que, aos pacientes que desenvolvessem sinais de malaria grave
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durante o seguimento seria imediatamente administrado o tratamento adequado a situacédo
clinica, e consequentemente retirado do estudo.

Nos DO, D3 e D7, foram também colhidas amostras de sangue em papel filtro tratado com
acido tartarico, para o doseamento de farmacos por HPLC (cromatografia liquida de alta

eficiéncia).
11.3.5. Classificacdo da resposta terapéutica

A classificacdo da resposta terapéutica foi realizada de acordo com os critérios definidos
no protocolo da OMS, para vigilancia da eficcia de antimaléricos.

Em resumo, conforme apresentado na figura 11.1 a classificacdo da resposta terapéutica
foi efetuada em: 1) Faléncia Terapéutica Precoce (FTP / ETF), quando o paciente
apresenta sinais de maldaria persistentes nos dias 1, 2 ou 3, mantendo a parasitémia; 2)
Faléncia Terapéutica Tardia (FTT/ LTF), em paciente com parasitémia no D7 ou nos dias
seguintes, independentemente do seu estado clinico; 3) Resposta Clinica e Parasitologica
adequada (RCPA / ACR), paciente sem parasitémia no D28 e sem outros critérios de

faléncia terapéutica [8].
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Figura 11.1. Classificagdo da resposta terapéutica de acordo com a OMS (https:
/lwww.malariasite.com/malaria/Res.jpg) Parasitémia patente — comportamento da parasitémia.

Foram incluidos nesta avaliacdo, apenas 0s pacientes cujo seguimento foi completo; o

que significa que os pacientes classificados como RCPA, tiveram seguimento (clinico e

parasitoldgico) até D28; os classificados como FTT, terminaram o seguimento no periodo

entre D7 e D28 e os FTP, terminaram o seguimento antes do D7 (ficha de avaliacéo clinica

do seguimento conforme anexo 11.6.).
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11.6. Estudos moleculares

11.6.1. Extracdo de DNA a partir de sangue em papel de filtro

A extracdo de DNA realizada neste estudo foi efetuada por dois métodos distintos, com
base na quantidade de DNA estimada. Para amostras colhidas nos dias de follow up, onde
se esperava uma baixa concentracdo da parasitémia, selecionou-se a técnica de extracdo
de DNA por fenol — cloroférmio, devido a sua sensibilidade e pela qualidade e grau de
pureza do DNA obtido. Nos clones de P. falciparum e nas amostras utilizados para
controlos no PCR, a extracdo de DNA foi efetuada pelo método com Chelex, conforme

protocolos descritos abaixo [63, 64, 65].

11.6.1.1. Método de fenol-cloroférmio

De cada amostra de sangue em papel de filtro foi cortado um fragmento (contendo
aproximadamente 50 ul de sangue) ao qual foi adicionado 1 ml de PBS (Phosphate
Buffered Saline) (Sigma 087K8213) e Saponina 0,05% v/v (Sigma 101010298) com
agitacdo (Vortex Heidolph Reax 2000), de seguida procedeu-se a uma centrifugagéo
(Centrifugue 5417C-Eppendorf) a 14000 rpm durante 10 min. Ap6s uma lavagem com
PBS o sobrenadante foi descartado e foi adicionado ao fragmento de papel 75 ul tampéo
de lise e Proteinase K a 2 mg/ml (Fermentas #E00491), as amostras foram incubadas por

um periodo minimo de 12h, a 37°C em estufa (Heraem).

A extracdo de DNA foi efetuada pela adigdo de 500 ul de fenol equilibrado (Sigma, ref.
050M1384) seguida de uma centrifugacdo a 14000 rpm, durante 10 min a 4°C. A fase
aquosa foi transferida para um novo tubo contendo 500 pl de fenol/cloroférmio
equilibrado (Sigma, ref. 108K1318) e foi centrifugada a 14000 rpm, durante 10 min. O
DNA que se encontrava na fase aquosa foi recuperado para novo tubo e foi precipitado
com 45 pl de acetato de sodio (Sigma-Aldrich, ref. S2889) 3 M e 1 ml de etanol absoluto
(Panreac, ref. 121086.1211) durante pelo menos 12 h a -20°C. Efetuou-se a lavagem do
DNA com etanol a 80%.

O DNA obtido foi seco sob acdo de vacuo (Concentrator 5301-Eppendorf) a temperatura
ambiente, tendo posteriormente sido eluido em 20 pl tampéo de Eluicdo e armazenado a

-20°C. No processo de extracdo de DNA foram incluidos, intercalados entre as amostras,

72



Malaria por Plasmodium falciparum em Angola - Material e Métodos

controlos negativos, constituidos por papel de filtro sem amostra, mas processados da
mesma forma, para descartar a possibilidade de eventuais contaminagdes entre 0S

diferentes isolados [64].

11.6.1.2. Método com Chelex

Um fragmento de papel de filtro, contendo aproximadamente 50 ul de sangue, foi
colocado num tubo de 1,5 ml. A hemolise foi realizada pela adi¢éo de 1ml de PBS (Sigma
087K8213) + 50 ul de Saponina (Sigma 101010298) (10% v/v) ao papel de filtro
contendo a amostra sanguinea, tendo sido incubadas 4 — 16 h, a 4° C, seguindo-se uma
lavagem com PBS e nova incubacéo a 4° C, durante 15 - 30 min.

A extracdo de DNA foi realizada adicionando-se 50 ul de uma solucdo de Chelex a 20%
(Biorad), as amostras foram posteriormente incubadas a 95° C (Bloco de aquecimento
Grant — Boekel BBD), durante 10 minutos. Finalmente, foram realizadas duas
centrifugagdes (15 800 x g/ 5 min.), a primeira com 0 objetivo de eliminar o papel de
filtro, e a segunda, para eliminar os residuos de Chelex em suspensdo na amostra de DNA

[65].

11.6.2. Prevaléncia de polimorfismos do parasita e sua associacdo a resposta ao
Coartem®

11.6.2.1. PCR para identificacdo de espécies de Plasmodium

A Reacgdo em Cadeia de Polimerase (PCR, do inglés Polymerase Chain Reaction) é uma
técnica in vitro que possibilita a sintese de fragmentos de DNA, usando a enzima DNA-
polimerase. Esta enzima sintetiza uma sequéncia complementar de DNA, desde que um
pequeno fragmento, o primer ou iniciador, esteja ligado a uma das cadeias do DNA
“molde” no ponto escolhido para o inicio da sintese, mesmo na presen¢a de outras
moléculas de DNA ou genes. Os primers definem a sequéncia a ser replicada e o resultado
obtido é a amplificagdo de uma determinada sequéncia DNA com bilhdes de copias.

A identificacdo de espécies de Plasmodium foi realizada através da técnica de nested-
PCR, para confirmacdo do diagnostico previamente realizado por microscopia ética. A
utilizacdo de PCR para detegéo de parasitas da malaria em amostras de sangue aumenta
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a sensibilidade de dete¢cdo em comparagdo com a microscopia, em particular em infecdes
mistas e/ou com parasitémias baixas.

A técnica de nested-PCR, consiste em duas reacdes de PCR independentes, onde o
produto amplificado da primeira reacdo, serve de DNA molde para a segunda
amplificacdo, aumentando assim a sua sensibilidade e especificidade. Na primeira reacdo
foram usados primers especificos de género (rPLU1/rPLUS), que amplificam um
fragmento de ~1.2 kb e tém como alvo o gene que codifica a menor subunidade do acido
ribonucleico ribossomal (ssrRNA) 18S. Na segunda reacdo foram utilizados primers
especificos de espécie (rFAL F/R, rVIV F/R, rMAL F/R e rOVA F/R), que amplificam
fragmentos de tamanhos diferentes para cada uma das espécies de Plasmodium. Na tabela
I1.2., estdo descritas as sequéncias dos primers e condi¢des de amplificacdo utilizados em
cada reacdo de PCR [63].

Tabela 11.2. — Sequéncias dos primers utilizados no PCR para identificacdo de espécies de
Plasmodium, tamanho do fragmento amplificado e programa utilizado. Primers publicados por
Singh et al., 1999

Gene Primers Sequéncia Regido alvo Condicdes de PCR

Forward 5'-CTT GTTGTT GCC TTAAACTTC-3' 95°C, 3'
94°C, 1'
rPLU ~1,2kb 30
Reverse 5 -TTAAAATTGTTG CAG TTAAAACG-3' 58°C, 1' ol
ciclos
72°C, 1
Forward 5'-TTA AAC TGG TTT GGG AAA ACC AAATAT ATT - 3
rFAL 205 pb
Reverse 5'- ACACAATGA ACT CAATCATGACTACCCGTC-3
Forward 5'-CGT TTC TAG CTT AAT CCA CAT AAC TGATAC -3 55°C, 3'
VIV 120 pb
Reverse 5'- ACT TCC AAG CCG AAG CAA AGA AAG TCC TTA-3' 94°C, 1'
35
Forward 5'- ATA ACA TAG TTG TAC GTT AAG AAT AAC CGC - 3 58°C'1' .
rMAL 144 pb ciclos
Reverse 5'- AAA ATT CCC ATG CAT AAA AAATTATAC AAA -3’ 72°C, 1'

Forward 5'-ATCTCTTTTGCTATTTTT TAG TAT TGG AGA -3’
rOVA 800 pb
Reverse 5'- GGA AAA GGA CAC ATT AAT TGT ATC CTAGTC - 3'

A mistura de reacdo utilizada foi constituida por: 125 nM de cada primer (StabVida), 1X
Tampao Green Go Taq® (Promega, ref. M891A), 2 mM de Cloreto de Magnésio (MgCl.)
(Promega, ref. A351H), 125 uM de ANTP’s (100 mM, 25 umol, Fermentas) e 0,02 U/ul
de Go Tag® DNA polymerase 5 U/uL (Promega, ref. M830B), utilizando como molde 1

pl de DNA de cada amostra. A mistura de reagéo foi preparada para o volume final de 20
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ul, tendo o volume sido ajustado com &gua destilada, desmineralizada e autoclavada. As

reagOes de PCR foram efetuadas num T1 Thermocycler — Biometic [64].

11.6.2.2. Identificacdo de polimorfismos no gene pfmsp2 por PCR

Em estudos de eficicia terapéutica em maléria o0 seguimento dos pacientes apds o
tratamento é fundamental, pois permite avaliar a resposta terapéutica, a detecdo de
infecdes recrudescentes apds a clearance de parasitas, assim como a identificacdo de
novas infecdes.

As populagdes de P. falciparum em regiGes endémicas séo bastante diversificadas. Muitas
estirpes de P. falciparum apresentam uma grande variedade genética, nomeadamente nos
genes mspl, msp2 e glurp (glutamate rich protein), portanto devido ao seu elevado grau
polimorfico estes loci podem ser utilizados para distinguir recrudescéncias de novas
infecGes, uma vez que é bastante improvavel que pacientes em éareas de elevada
transmissao (como é o caso de Angola) sejam infetados por uma populacéo parasitaria
igual a inicial durante o periodo de seguimento.

Esta documentado o facto de que, dada a elevada diversidade do gene pfmsp2, a sua
caracterizacdo é suficiente para permitir a distingcdo entre recrudescéncias e reinfecoes, o
que justificou a escolha deste gene neste estudo.

O pfmsp2 apresenta duas familias parasitarias bastante polimorficas (IC e FC27) que
permitem diferenciar populac6es de P. falciparum.

Neste estudo, foi analisada a genotipagem do pfmsp2 em todos pacientes no DO e em
todos aqueles que apresentaram parasitas, detetaveis por PCR, nos dias de seguimento.
Ao0s pacientes com seguimento completo, que incluiu um dos dias 14, 21 ou 28 foi
avaliada a diversidade de estirpes de P. falciparum encontradas na amostra nos dias do
seguimento e comparadas com a populacdo inicial.

A mistura de reacdo de PCR utilizada para a realizacdo da genotipagem do pfmsp2 foi
semelhante a utilizada para o PCR de identificacdo de espécies, com a exce¢do da
concentracdo de MgCl,, que foi utilizado a 1uM. A tabela I1.3. mostra os primers

utilizados e as condi¢Oes de amplificacdo por PCR [64].
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Tabela 11.3. — Sequéncia dos primers utilizados para a genotipagem do pfmsp2, tamanhos dos fragmentos amplificados e condi¢cbes de
amplificacdo. Primers publicados por Snounou et al. (1999)

Primers Sequéncia Regido alvo Condicdes de PCR
Forward 5'- ATGAGGGTAATTAAAACATTGTCTATTATA- 3 95°C, 5'
94°C, 1'
M2-O
Reverse 5'- CTTTGTTACCATCGGTACATTCTT - 3 58°C, 1' 30X
o™ 72°C, 1’
&
£ Forward 5' - AATACTAAGAGTGTAGGTGCAA/GATGCTCCA - 3 95°C, 5'
=8 M2-FC 250-450 pb
Reverse 5 - TTTTATTTGGTGCATTGCCAGAACTTGAAC - 3' 94°C, 1'
Forward 5'- AGA AGT ATG GCA GAA AGT AAG/T CCT C/TCT ACT - 3 58°C 2' 35X
M2-IC 400-750 pb
Reverse 5'- GAT TGT AAT TCG GGG GAT TCA GTT TGT TCG - 3' 72°C, 2'
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11.6.2.3. PCR-RFLP para determinacao da frequéncia de polimorfismos em genes
do P. falciparum

O PCR-RFLP (PCR - Restriction Fragment Length Polymorphism) consiste na digestédo
com enzimas endonucleases (enzima de restri¢do) de um fragmento de DNA, amplificado
por PCR, portador de uma mutagéo, cuja endonuclease reconheca especificamente o
palindroma® originado ou eliminado pela presenca do polimorfismo, permitindo a
identificacdo do alelo presente na amostra.

Para a identificacdo dos polimorfismos analisados, foram amplificados por PCR 0s
fragmentos dos genes correspondentes aos fragmentos delimitados pelos primers
descritos na Tabela I1.4. As mutacgdes, contidas em cada um dos fragmentos amplificados,
foram identificadas pela digestdo dos mesmos com enzimas de restri¢do especificas, que
reconhecem as alteragdes genéticas em analise.

O DNA dos clones 3D7 e Dd2 foi utilizado como controlo, representando gen6tipos do

P. falciparum sensivel e resistente a antimalaricos, respetivamente [34].

Os primers descritos na tabela 11.4. foram utilizados na amplificacdo dos fragmentos do
gene pfmdrl contendo os coddes 86 e 1246 e o c6ddo 769 do gene pfATPase6.

A mistura de reacdo utilizada para a amplificagdo dos fragmentos contendo os
polimorfismos, tanto no codao 86, como no coddo 1246, foi constituida por: 0,15 uM de
cada primer (StabVida), 0,5 X Tamp3o Green Go Taq® (Promega, ref. M891A), 3,125
mM de MgCl> (Promega, ref. A351H), 200 uM de dNTP’s (100 mM, 25 pmol,
Fermentas) e 0,05 U/ml de Go Tag® DNA polymerase 5 U/ul (Promega, ref. M830B); a
solucdo utilizada para a amplificacdo do cdédao 769 do gene PfATPase6 foi de 25 pl em
1x tampao de PCR, 2,5 mM MgCI2, 0,5 uM de cada primer, 0,2 mM dNTP’s, 0,125 U/
ul de Tag DNA polimerase, tendo sido utilizando como molde 1 pl de cada amostra. A
mistura de reacéo foi preparada para um volume final de 20 pl/amostra, sendo o volume

ajustado com agua bi-destilada autoclavada.

! Palindroma - sequéncia de nucledtidos reconhecida especificamente por determinada
endonuclease, que permite a restri¢cdo nesse local do DNA.
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Tabela 11.4. — Primers utilizados para genotipagem de Pfmdr1, tamanho dos fragmentos amplificados e condigdes de amplificacio[67]

Primers Tamanho do fragmento Condicdes de PCR
Ng6Y Forward 5' - ATGGGTAAAGAGCAGAAAGAG - 3'
12 lificac 504 pb
amplificagao Reverse 5' - CGTACCAATTCCTGAACTCAC - 3
94°C, 3
Forward 5 - GTATGTGCTGTATTATCAGGAGGA - 3'
N86Y - 94°C, 30"
p
2 amplificaca oC, 30"
L Zemplificaco Reverse 5'- CGTACCAATTCCTGAACTCAC - 3 >3, 30° 10X
5 68°C, 1'
= Dizdey Forward 5'- CTACAGCAATCGTTGGAGAAA - 3 94°C 30"
12 amplificacdo >14 50°C 30" 35X
pittices Reverse 5'- GCTCTAGCTATAGCTATTCTC - 3 63°C 1
1246y Forward 5'- CTACAGCAATCGTTGGAGAAA - 3
2a lificaca =392
ampliticaceo Reverse 5' - CTTACTAACACGTTTAACATCTTCCA - 3
5 ACT TAG CTT TAT AAA ACT TAA 3 94°C, 3" Ix
Forward 94°C, 45"
54°C, 45" 40 X
pfATPase6 769 = 272 o~
3 AAT TAT CCT TTT CAT CATCTC C 5’ 72°C, 45
Reverse 720C 15' 1 x
4°C pausa
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Apo6s amplificagdo dos fragmentos por PCR, foram realizadas digestdes enziméaticas num
volume de reacéo final de 20 pl com 0,2 ul de enzima, 2 pl de tampao e 10 pl do produto
amplificado. A digestdo enzimatica dos SNP’s analisados foi realizada de acordo com os
protocolos facultados pelos fornecedores das enzimas. As reacGes foram efetuadas a

temperatura de atividade 6tima para cada delas, conforme apresentado na Tabela 11.5.

Tabela 11.5. — Temperaturas de incubacdo de cada enzima de restricdo e tamanhos dos respetivos

fragmentos
Enzima Alelo
SNP Mutagéo . . Temperatura . Tamanho de fragmentos
restricéo reconhecido
754 (A/T) N 249 + 72
N86Y Apol 50°C 86N Y 321
< AAT > TAT
©
B_E 4232 (GIT) D 392 Y 249 + 143
D1246Y EcoRV  37°C 1246Y
GAT -> TAT
S=>N S 250 + 22 N 272
2 S769N Bspl 37°C 769S
s AGT =>AAT
<
[a

Legenda: N — Asparagina; D — Acido Aspértico; Y — Tirosina; S — serina; N - Asparagina

Os produtos amplificados resultantes da digestdo foram posteriormente analisados ap6s
separacio por eletroforese dos fragmentos de DNA em gel de agarose a 3% (SeakKem®
LEAgarose, ref. 50004).

11.6.2.4. Eletroforese de DNA em gel de agarose

A elevada quantidade de produto amplificado por PCR permite a visualizacdo do DNA
em gel de agarose, apds eletroforese e coloracdo com brometo de etidio (0,1 ug/ml), sob
luz ultravioleta (UV). O gel de agarose (Seakem® LEAgarose, ref. 50004) foi preparado
numa concentracdo de 2% em solucdo tampa TBE, contendo tris, cido bérico e EDTA
1X.

Para confirmacéo do peso molecular dos fragmentos obtidos foi utilizado o Marcador de
Peso Molecular Gene Ruler DNA Ladder® (Fermentas, ref. #SM0331) (Fig.4). A
eletroforese foi efetuada em tampéao TBE 1X a 4 V/cm.
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A Visualizacdo do DNA foi realizada no equipamento UVIDOC, que permite a
visualizagdo do DNA no gel corado com brometo de etidio, sob luz UV.

11.6.2.5. Avaliacdo do numero de copias do pfmdrl por PCR em tempo real

O numero de copias dos genes pfmdrl foi determinado por PCR em tempo real, usando
o cromoforo SYBR Green, que emite fluorescéncia quando ligado a DNA em cadeia
dupla; ndo interferindo com muitas enzimas utilizadas em biologia molecular,
nomeadamente Taq DNA polimerase [68].

Neste trabalho, foi utilizado o método de quantificacdo relativa 224t para estimar o
numero de copias do gene pfmdrl. Este método permite estimar o nimero de cdpias de
um gene em amostras desconhecidas, requerendo dois pré-requisitos principais: a)
existéncia de pelo menos um calibrador, que corresponde a amostra com ndmero de
copias conhecido do gene em estudo; b) existéncia de um gene enddgeno de referéncia
ou constitutivo (house-keeping gene) com nimero de cdpias constante.

As amplificacdes por PCR em tempo real foram realizadas em triplicado com a seguinte
mistura de reacdo: 1X iQ™ SYBR® Green Supermix (BIO-RAD, ref. 170-8880),
primers a 300 nM (tabela 11.6.) e 2 ul DNA; num volume final de 20 pl. As reagdes de
amplificagdo do gene alvo (pfmdrl) e do controlo enddgeno (pfPactinal) foram realizadas
separadamente, na mesma placa (singleplex). O PCR em tempo real foi realizado no
aparelho iCycle IQ™ (BIO-RAD), utilizando as seguintes condi¢fes: 10 min de
incubac&o inicial a 95° C, seguido de 40 ciclos de 15 seg a 95°C e 1 min a 60° C.

Foram realizados 3 ensaios independentes e cada um deles em triplicado. No final de cada
reacao, o limiar de ciclo (Threshold Cycle -CT) foi manualmente configurado no nivel
que reflete os melhores parametros cinéticos do PCR, as curvas de fusdo foram
determinadas e analisadas [68].

Tabela 11.6. — Sequéncia de primers para 0s genes da pfBactinal e pfmdrl e respetivo tamanho
dos fragmentos para estimativa de nimero de cdpias por PCR em tempo real [69].

) Foward 5 -CGGATC AGG TAATGT AAA AGC - 3'
Pfpactina 90 pb
Reverse 5-CCT GGATTC TTT GGT CTT CC - 3'

Foward 5'-CAAGTG AGT TCA GGA ATT GGT AC -

pfmdrl 8 230 pb
Reverse 5-GCC TCT TCT ATA ATG GAC ATG G - 3'
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Para analise dos dados obtidos foi utilizado o método 2724 que permite estimar o
namero de copias de pfmdrl por quantificacdo relativa, tendo como calibrador o DNA
dos clones de P. falciparum 3D7 e Dd2, que possuem uma e quatro copias do gene
pfmdrl, respetivamente. Como controlo interno foi utilizado pfp-actinal.

Este modelo permite determinar a variacdo de expressao (N) de um gene pela equacéao A,

N = 2 ~44Ct (equagdo A)

em que;
AACt = (Ct, alvo — Ct, contolo interno) y — (Ct, alvo — Ct, contolo interno) y - equacéo
B

onde y corresponde a amostra na qual se pretende determinar a variagdo de expressao do
gene em estudo e y é a amostra calibrador em relagdo a qual se determina a variacao de
expressao do gene alvo.

Considerando que os valores utilizados no tratamento dos resultados correspondiam a
média dos triplicados realizados, a precisao e a reprodutibilidade do PCR em tempo real
foram avaliadas pela determinacdo do desvio padrdo (DP), apresentado pelas 3 réplicas
de cada amostra, relativamente a media dos valores de CT. O valor de 0,38 foi
considerado com referencia para o desvio padréo de cada conjunto de triplicados; assim
todas as amostras que apresentaram um desvio padrdo superior a 0,38 foram excluidas e
submetidas a nova andlise.

Os resultados foram expressos em N-vezes em relacdo ao numero de copias de pfmdrl
no clone de P. falciparum 3D7; as amostras com valor de N superior a 1,6 foram
consideradas como tendo mais de uma copia do gene pfmdrl.

11.6.2.6. Determinacéo de polimorfismos no pfK13 por sequenciacao

O estudo dos polimorfismos (SNP’s), nos fragmentos especificos do gene pfK13-
Propeller, foi efetuado por sequenciagédo [34]. O fragmento pretendido foi amplificado
por PCR e posteriormente sequenciado no laboratorio gendmico da empresa Stabvida-

Lisbhoa.
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A identificacdo da sequéncia de cada amostra em estudo permitiu a identificacdo dos
polimorfismos nos coddes: 449(G>A), 458(N>Y), 474(T>1), 481(A>V), 493(Y>H),
508(T>N), 533(G>S), 537(N>I), 539(R>T), 1543(I>T), P553(P>L), 561(R>H),
568(V>G), 574(P>L), 580(C>Y) e 584(D>V).

As sequéncias foram analisadas com 0 software Multalin
(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/) para identificacdo de eventuais mutagdes ou
SNP’s por comparacao entre as sequéncias das amostras e as previamente descritas

noutros estudos.

11.6.2.7. Polimorfismos em genes do hospedeiro humano, envolvidos no transporte
e metabolizacdo de farmacos

Foi utilizado o DNA total das amostras colhidas para a avaliacdo da eficiéncia do
antimalarico coartem® e estudos moleculares do P. falciparum acima mencionados. A
amplificagdo dos fragmentos contendo os SNP’s nos genes CYPs e MDRI1 e a andlise
genotipica dos mesmos foram efetuadas por PCR e PCR-RFLP. Os primers e as enzimas
utilizados para os diferentes SNP’s foram adquiridos a StabVida, Lda e Thermo Fisher
Scientific, respetivamente e encontram-se apresentados na tabela 11.17.

Apbs otimizacdo a mistura de reacdo de PCR utilizada foi constituida por: 5X Tampéo
Green Go Taq® (Promega, ref. M891A), 25 mM de Cloreto de Magnésio (MgCly)
(Promega, ref. A351H), 5 mM de dNTP’s (100 mM, 25 pmol, Fermentas), 5 U/ul de Go
Tag® DNA polymerase 5 U/ul (Promega, ref. M830B) e os primers especificos em
concentracdes determinadas pelos fornecedores. De forma geral, a mistura de reacédo foi
preparada para um volume final de 20 ul, tendo o volume sido ajustado com &gua
destilada, desmineralizada e autoclavada. As reacOes foram efetuadas num T1
Thermocycler — Biometic.

Os primers utilizados para genotipagem dos SNP’s em analise, as condicdes de
amplificagdo por PCR e tamanhos dos fragmentos amplificados estdo mencionados na
tabela 11.17. Natabela 11.18, estdo descritas as condigdes e enzimas de restri¢do utilizadas

no PCR-RFLP, bem como o tamanho de fragmentos resultantes da restricéo.
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Tabela 11.17. - Primes utilizados para genotipagem dos SNP’s, condi¢des de amplificacdo por
PCR e tamanho de fragmentos.
Frag

Primers F/IR -5> -3’ (bp) Condigdes de amplificacao

197 94°C, 3'
TCT CGA GGA ATCAGC ATT CAG TCAATC C 92°C, 30"
T129C CTA AAG GAA ACG AAG AGC GGC CTC TG 60/63°C, 45" 40X
§ 720C, 45'
140 72°C 45"
C3435T ATG GGC TCC GAG CAC ACC TG 4°C Pausa
AGG CAG TGA CTC GAT GAA GGC
204 Buffer: X 94°C, 2'
MgCI2: 1,5mM’ 92°C, 45"
2 CGG TTT CTC ACC CCT GAT GGT GCA A dNTP: 0,2mM 59°C, 45" 40X
g A2455C CTC AAG CAC CTA AGA GCG CA .
> Primer-F/R: 0,2nM 72°C, 45"
O
Taq: 0,05U/ul 72°C 5'
DNA: 1pl 4°C Pausa
Buffer: 11X 94°C, 3'
C4326G GTC AAC CAG TGG TCT GTG AAT CAT GA 146 Mgc|2: 2mM' 92°C, 30"
= CTG CAT CTT AGA AAG TTC TTC GCCA dNTP: 0.2mM 53°C, 45" 40X
—
% ACC TGC CCT ATG TCC TGG CCT TCC T 308 Primer-F/R: 0,2nM 72°C, 45
C4360G CTG CAT CTT AGA AAG TTC TTC GCC A Taq: 0, 125U/ul 72°C 45"
DNA: 1pl 4°C Pausa
ATG TTG CTC TTA CAC GAA GTT ACA 167 Buffer: 11X 94°C, 3'
C792G ATC TTACCTGCTCCATTT TGA MgCI2: 1,5 mM' 94°C, 45"
- 117 dNTP: 0,4 mM 54/55°C, 45" 40X
§ A1196G  CTT CCG TGC TAC ATG ATG ACG Primer-E/R: 0.2 nM 72°C, 45"
6 CTG CTG AGA AAG GCATGA AG Taq: 0,05 U/p| 72°C, 5'
312 DNA: 1pl 4°C Pausa
A805T ATG TTG CTC TTA CAC GAA GTT ACA
ATC TTA CCT GCT CCATTT TGA
210 Buffer: 11X
A392G AAT GAG GAC AGC CAT AGA GAC AAG GCC MgCI2: 1,5 mM'
% CAATCA ATG TTACTG GGG AGT CCA AGG G dNTP: 0,2 mM
o 151 Primer-F/R: 0,2 nM 94°C, 3'
O
T673C AGATTT GAT TTT TTG GAT CCATTC TTT GTC Taq: 0,124 U/ul 92°C, 45"
q
CAA ATC ACT GAA CTG TAT ATT TTA AGT GG DNA: 1ul 52/61°C, 45" 40X
214 Buffer: X 72°C, 45"
TGA GCA CTT GAT GAT TTA CC MgCI2: 2 MM 72°C, 2'
g GGT CCA AAC AGG GAA GAG GT dNTP: 0,2 mM 4°C Pausa
¥ AB98EG .
5 Primer-F/R: 0,5nM
Taq: 0,05 U/ul
DNA: 1pl

Legenda: Frag = fragmento; bp = par de bases
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Tabela 11.18. - Enzima de restricdo para PCR-RFLP, temperatura de incubag&o, alelo identificado
e tamanho de fragmentos
Tamanho de fragmento
Alelo Bp

Enz Temp.

restricao °C

Wt

Mutante

MDR1 T129C MspALll 37 129C 197 148 + 49
C3435T Sau3A | 37 3435C 112 +28 140
CYP1A1 149 + 55
2455A>C BseNI 55 2455C 204
*1B
CYP1B1 4326C>G Bse NI 55 4326G 146 99 +47
4360C>G Alu | 37 4360C 149+ 110+49 308
CYP2C8 Bel | 214 + 98 312
A805T ® 8054 *2
Xmnl 92 + 25 117
A1196G ¥ 1196% *3
Taql 65 83+53+31 136 + 31
C792G 43604 *4
CPT3A4 Bst NI 37 175+169 158+31+12+10
A392G 392G *1B
T673C Alw26 | 37 673T 123 + 28 151
CYP3A5  A6986G Rsa l 37 6986A>G 120 + 94 120+74+20

Legenda: Enz = enzima; pb = par de bases; Temp = temperatura

CYP1B1*3 = CYP1B14326G (Leu432Val); CYP1B1*5 = CYP1B14360G (Ala443Gly)

Posteriormente, os produtos da amplificacdo por PCR foram submetidos a eletroforese

em gel de agarose a 3 % em TBE 1X, mediante aplicacdo de um campo elétrico constante

de 120 V/cm durante 1 h; o gel foi submerso em TBE 1X contendo 5 pl/ml de Brometo

de Etideo, por aproximadamente 15 min e as imagens foram visualizadas no UVIDOC

[63].

11.6.3. Doseamento de antimalaricos (AL) por HPLC

As amostras foram colhidas de pacientes com maléria por P. falciparum ndo complicada,

nos dias 0 (D0), D3 ¢ D7. Consistiram em duas gotas de sangue (cerca de 100 pul) colhidas

por puncéo digital em papel de filtro Whatman® n° 41 previamente tratado com acido
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tartarico 0,75M; a sequir, o papel de filtro foi seco a temperatura ambiente, por trés horas,
e acondicionado em envelope devidamente identificado.

Em virtude do IHMT ndo reunir condi¢des para a realizacéo deste tipo de analise (HPLC),
foi estabelecida colabora¢do com o Departamento de Quimica Analitica da Faculdade de
Ciéncias da Universidade de Lisboa, para a realizagéo desta avaliag&o.

11.6.3.1. Extracédo da lumefantrina das amostras de sangue total em papel de filtro

As amostras em papel filtro (com cerca de 100 ul de sangue cada um) foram cortados em
pequenos pedacos e transferidos para tubos de centrifuga de polipropileno de 15 ml, aos
quais foram adicionados 2mL de acido acetico a 30%. Posteriormente, foram
homogeneizados por 15 minutos e transferidos para ultra-som por uma hora, tendo-se
seguido uma centrifugacdo a 2000 rpm por 10min. O papel de filtro foi retirado, com
auxilio de um palito de madeira e adicionados 56,60 pl do PI (212 ug/ml) e 6 ml de
hexano-éter etilico (7:3). Os tubos foram agitados em vortex por 30 segundos,
homogeneizados durante 20 minutos e posteriormente centrifugados a 2500 rpm, 10 min.
A fase organica (sobrenadante) foi transferida para tubos de centrifuga de polipropileno
e evaporada a temperatura ambiente. O residuo foi diluido em 100 ul da fase movel,
agitado em vortex 30 segundos, sendo 50 pl da amostra injetada no cromatografo [70] .

11.6.3.1.1. — Validade analitica dos métodos

As amostras foram preparadas para a analise por HPLC, respeitando os parametros da
validagcdo das metodologias analiticas, segundo os critérios propostos pelo FDA,
“Guidance for Industry Bioanalytical Method Validation”, (2001), e resolucdo da
ANVISA n° 899, de 29/5/2003; foram consideradas 0s seguintes parametros para
avaliacdo: seletividade, linearidade, curva de calibragdo, limites de detecdo e
quantificacdo, recuperacao, precisdo intra e inter ensaio, estabilidade e robustez [71]. As
defini¢des dos parametros mencionados constam no anexo 11.7.
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11.6.3.1.2. Otimizacdo das condi¢Ges cromatograficas

A cromatografia foi realizada num Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia Varian®,
composto por uma bomba isocratica, modelo ProStar 300, um injetor manual, reodyne,
com loop de 20uL, detetor de duplo canal ultravioleta e visivel, ProStar, modelo 220. A
separagdo cromatografica foi realizada a temperatura ambiente, tendo sido utilizada uma
coluna X-TERRA RP18 5um 4.6 X 150mm [71].

As condicdes cromatograficas foram obtidas utilizando-se solucdes padrdes de artemeter
(ART) CAYM11815-1 (VWR); Lumefantrina (LUM), USPH1370746 (VWR) e Padrio
interno, Halofantrina (IS), H9414-50MG (Sigma-Aldrich). Foram otimizados o fluxo, a
composicao e pH (ajustado com &cido fosforico 30%) da fase movel e o comprimento de
onda de detecdo em acordo com o protocolo em uso no laboratério (listagem de reagentes

em anexo 11.8.).
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I11. Resultados
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I11.1. Eficiéncia terapéutica da combinagéo artemeter-lumefantrina

I111.1.1. Pacientes incluidos

Durante o periodo de colheita de amostras verificou-se, nos laboratorios das trés unidades
sanitarias envolvidas, o registo de 3628 pacientes (adultos e criancas) com pedido de gota
espessa para pesquisa de Plasmodium. Destes, apenas 972 (26,8%) apresentaram um
diagndstico, por microscopia 6tica (MO), positivo para maléria. Este resultado demonstra
a necessidade de ter em consideracdo o diagnoéstico diferencial de sindrome febril, mesmo
em regides endémicas da malaria.

Inicialmente, foram selecionados 122 pacientes por cumprirem os critérios de incluséo
definidos pelo protocolo da OMS para este tipo de estudos. Durante o seguimento foram
excluidos dezanove pacientes, dos quais dois apresentaram vomitos persistentes, nove
foram perdidos durante o periodo de seguimento e oito tiveram resultados negativos no
PCR de confirmacdo da presenca do parasita no DO. Assim, um total de 103 pacientes
preencheram os critérios requeridos e concluiram o estudo; vinte e um destes (20,4%)
eram criancas com idades < 5 anos. Na generalidade o tratamento foi bem tolerado, néo
tendo sido reportado por nenhum paciente incluido, queixas relevantes, sugestivas de
efeitos adversos associados ao antimalarico administrado.

Dos 103 pacientes elegiveis, 37 foram incluidos em 2011, 33 em 2012, e os restantes 33
em 2013. A amostra populacional foi constituida por pacientes com idades
compreendidas entre 6 meses e 0s 56 anos de idade.

Nos dias de seguimento definidos no protocolo, foi efetuada pesquisa microscépica de
Plasmodium, e colhidas 716 amostras em papel filtro para estudos moleculares. O grupo
de criancas de até 5 anos de idade (21 criancas) representou 16% das amostras colhidas
em papel filtro (n=114). A tabela Il1.1 apresenta a distribui¢do dos pacientes por dias de

seguimento, e os resultados da pesquisa de P. falciparum por MO e PCR.

111.1.2. Detecéo do P. falciparum por MO

Dos 103 pacientes submetidos ao seguimento, no D3 (um dia ap6s o termino do
tratamento com Coartem®) 11,6% (n=12) dos pacientes apresentavam parasitas detetaveis
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por microscopia; em seis desses pacientes (5,8%) ainda existiam parasitas detetavel por
microscopia no D7 (5 dias ap6s o fim da medicacdo). Entre os 96 pacientes com
parasitémia negativa no D7, trés voltaram a apresentar parasitémia detetavel por
microscopia (recorréncia); um deles foi detetado no D14, tendo os outros dois sido
detetados no D28 (tabela I11.1). Os casos com exame microscopico positivo por formas
assexuadas de Plasmodium a partir do D7, sdo classificados como faléncia terapéutica

tardia, de acordo com o protocolo da OMS para estudos de eficacia de antimalaricos.

111.1.3. Dete¢do do Plasmodium falciparum por PCR

Com o uso do método de PCR, dos 103 pacientes incluidos no estudo, 47% (n=48)
apresentavam resultados positivos para P. falciparum no D3 e 33% (n=34) no D7; foram
também detetadas amostras positivas por PCR em 19 dos pacientes no D14, em 8 no D21

e em 2 pacientes no D28 (tabela I111.1).

111.1.4. Detecdo de gametocitos

Em 16 pacientes (15,5%), foram detetados gametdcitos no DO; sete dos quais (6,8%)
apresentavam ainda gametocitos no D7. Esta forma sexuada foi também encontrada nos

D14, D21 e D28 em trés, um e um paciente, respetivamente.
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Tabela I11.1. Distribuigéo dos resultados por MO e PCR nos dias de seguimento

Follow up

2011

n 37 37 37 36 36 35 35 35
MO (+) 37 (100) 25 (67.5) 8 (21.6) 3(8,3) 1(2.8) 0 0 1(2.8)
PCR (+) 37 34 (92) 20 (54) 15 (41,6) 8 (22) 5 (14) 2(5,7) 1(2.8)
2012

n. 33 (100) 33 33 33 33 32 31 31
MO (+) 33 27 (82) 6 (18) 4(12) 2 (6) 1(3) 0 0
PCR (+) 33 30 (91) 19 (58) 14 (42) 10 (30) 3(9) 1(3,2) 0

013

n. 33 33 33 33 33 29 29 29
MO (+) 33 (100) 30 (91) 6 (18) 5 (15) 3(9) 0 0 1(3.4)
PCR (+) 33 33 (100) 30 (92) 19 (57,6) 17 (51.5) 11 (37) 5(17) 1(10)
Total

n. 103 103 103 102 102 96 95 95
MO (+) 103 (100) 82 (80) 20 (19) 12 (11,6) 6 (6) 1(1) 0 2(2)
PCR (+) 103 97 (94) 69 (67) 48 (47) 35 (34) 19 (20) 8 (8,4) 2(4)

Legenda: n = Numero de pacientes observados; MO (+) = amostra positiva para P. falciparum por MO; PCR (+) = amostra positiva para P. falciparum

por PCR.
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111.1.5. Evolucéo do quadro febril

Em média, o tempo da melhoria do quadro febril foi de aproximadamente 24 h, ap6s a
dose inicial do AL (DO0); no D1 (segundo dia de tratamento) 97% (n=100/103) dos
pacientes ndo apresentavam febre. Um paciente apresentou um quadro febril persistente
e parasitémia no D2. A partir do D3 a totalidade dos pacientes encontrava-se afebril.

Durante o periodo de acompanhamento clinico, 0s pacientes que tinham parasitémia
detetavel por microscopia no D3, D7 e D14 néo apresentando qualquer sinal clinico de
maléria; em dois pacientes com parasitémia detetavel no D28, um tinha quadro clinico

sugestivo de malaria.

111.1.6. Classificacdo da resposta terapéutica

Dos 103 pacientes analisados, 90,3% (IC 95%: 82,4 — 95,1; n=93/103) tiveram resposta
clinica e parasitoldgica adequada (RCPA), ou seja, ndo apresentaram qualquer critério de
faléncia terapéutica precoce ou tardia, sendo 9,7% dos incluidos (IC 95%: 4,9 — 17,7;
n=10/103) tiveram algum critério de faléncia terapéutica (precoce ou tardia) durante o
periodo de seguimento de 28 dias.

Um paciente, pertencente ao grupo da faixa etaria de <5 anos apresentou quadro febril
persistente e parasitémia no D2, tendo sido classificado como faléncia terapéutica precoce
(FTP); anove dos pacientes incluidos foi atribuida a classificacdo de faléncia terapéutica
tardia (FTT), por apresentarem critérios de faléncia terapéutica ap6s o D3 de seguimento.
Dos FTT, oito foram classificados como faléncia parasitolégica tardia (FPT) por serem
assintomaticos, no entanto com parasitas detetaveis por microscopia, tendo seis deles
parasitémia persistente no D7, o que originou o termino do estudo com classificacdo de
faléncia terapéutica tardia, um paciente apresentou reaparecimento da parasitémia no D14
e outros dois no D28. Um dos pacientes com reaparecimento da parasitémia no D28
apresentou quadro febril, tendo sido classificado como faléncia clinica e parasitologica
tardia (FCPT).

Apos a corregdo dos resultados por PCR, a taxa global de cura foi de 91,3% (IC 95%:
83,6 — 95,8; n = 94/103), sendo a faléncia terapéutica de 8,7% (IC 95%: 4,2 — 16,4;

n=9/103), em virtude de um paciente classificado como faléncia terapéutica ter
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apresentado critérios de reinfegdo. Das 21 criancas do grupo etario < 5 anos incluidas no
estudo, cinco (23,8%) apresentaram faléncia terapéutica.

Em comparacdo, a taxa de cura foi de 95% (88,7 — 98,4; n = 78/82) no grupo etario de >5
anos e de 76% (66,4 — 84,0; n = 16/21) nos pacientes do grupo < 5 anos; nao foi observado
uma associagdo estatisticamente significativa entre os resultados terapéuticos obtidos nos
dois grupos etarios em analise (X2 = 0,9229, df = 1; P = 0,335).

Tabela 111.2- Resposta terapéutica ap6s tratamento com AL

Ano Classificacéo

2011 RCPA 34 91,9 84,8 - 96,5
Faléncia 3 8,1 3,56-15,2
Total 37 100

2012 RCPA 31 93,9 87,4—-97.8
Faléncia 2 6,1 22-126
Total 33 100

2013 RCPA 28 84,8 76,5-913
Faléncia 5 15,2 8,7-235
Total 33 100

Total RCPA 94 91,3 83,6 —95,8
Faléncia 9 8,7 42-16/4
Total 103 100

Legenda: FCPT - faléncia clinica e parasitologica tardia; FTP - faléncia terapéutica precoce; FPT

- faléncia parasitoldgica tardia; RCPA - resposta clinica e parasitologica adequada.

111.2. Analise de polimorfismos em genes de P. falciparum

111.2.1. Genotipagem do pfmsp2

A genotipagem do pfmsp2 foi analisada por PCR-RFPL em noventa e seis amostras
amplificaram com éxito para o D0. Das amostras analisadas 61% (n = 59) eram portadoras
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de apenas uma Unica familias alélicas do pfmsp2 (FC27 ou 3D7/IC), enquanto 38,5% (n
= 37/96) continham ambas as familias (FC27 + 3D7/IC).

A familia 3D7/IC foi a predominante, representando 68,7% (n = 66) das amostras no DO
e ao longo do periodo de seguimento; em 36,4% (n = 35) das amostras foram observadas
bandas com padrfes heterogéneos (independentemente da familia alélica), sugerindo
infecdo policlonal inicial (D0O). A partir de D7, ndo se observaram amostras contendo

ambas as familias, ou seja, infecdo mista (tabela 111.3).

Tabela 111.3. Distribuicdo dos gendtipos do pfmsp2 durante o periodo de seguimento

Familia alélica DO D3 D7 D14 D28
3D7/IC 43 17 11 1 1
FC27 26 15 7 3 1
Misto 27 2 0 0 0
Total 96 33 18 4 2

111.2.2. Marcadores moleculares de resisténcia do P. falciparum aos antimalaricos

Determinados polimorfismos, nomeadamente mutac¢des pontuais (SNP’s) em genes do P.
falciparum tém sido associadas com a modulacdo da suscetibilidade do parasita aos
antimalricos, este fendmeno tem sido demostrado em estudos in vitro e em isolados
clinicos.

Neste trabalho, foram analisados SNP’s nos genes pfmdr1, pfatp6 e pfK13-propeller, bem
com o aumento de nimero de cdpias do gene pfmdrl, com o objetivo de observar as
frequéncias dos mesmos na amostra populacional em estudo e a sua associa¢do com a

resposta terapéutica a combinacao utilizada (AL).

111.2.2.1. SNP’s N86Y e D1246Y do gene pfmdrl

Foram analisados os SNP’s N86Y e D1246Y do gene pfmdrl em 94 e 96 amostras,

respetivamente, que amplificaram com éxito por PCR-RFLP no DO.
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Relativamente ao polimorfismo N86Y, das 94 amostras analisadas, 28 foram colhidas em
2011, 33 em 2012 e 33 em 2013; tendo sido analisado o SNP D1246 em 31, 33 e 32
amostras colhidas nos respetivos anos mencionados (ver tabela 111.4).

As frequéncias genotipicas globais para o coddo 86N>Y, analisadas no DO, foram as
seguintes: 73,4% (Cl 95%: 66,0 — 83,0; n=69/94) para o gendtipo selvagem (86N), 18,1%
(C195%: 10,6 — 27,7; n=17/94) com infe¢des mistas (N+Y) e 8,5% (Cl 95%: 2,1 — 15,8;
n=8/94) para o alelo mutante (86Y).

A distribuicdo das frequéncias, por anos de colheita, esta ilustrada na tabela 111.4; ndo foi
observada uma associagéo estatisticamente significativa entre as frequéncias encontradas
e 0s anos correspondentes a colheita das amostras (X? = 2,658, df = 4, P = 0,617).

Em relacdo ao SNP D1246Y, o alelo selvagem D1246 foi predominante (99%, n=95/96),
sendo a mutacdo 1246Y encontrada em apenas uma amostra (1%, n=1/96), colhida em
2012.

111.2.2.2. Amplificagédo do gene pfmdrl

O numero de copias do gene pfmdrl, nas amostras colhidas no DO, foi avaliado em
noventa e trés amostras que amplificaram com éxito por PCR em tempo real (RT-PCR).
A maioria das amostras 88,2% (IC 95%: 79,9 — 93,6; n=82/93) apresentou uma Unica
copia do gene pfmdrl; tendo o aumento do nimero de copias sido observado em 11
isolados correspondente a 11,8% (IC 95%: 6,3 - 20,0), das quais 10 (10,7%) apresentavam
duas cdpias e, uma delas (1,1%) possuia trés copias do referido gene.

A distribuicdo das amostras com numero de cdpias do pfmdrl aumentado por ano de
colheita foi: 9,4% (n = 3/32) em 2011; 10,3% (n = 3/29) em 2012; 15.6% (n = 5/32) em
2013; este parametro ndo apresentou uma associacao estatisticamente significativa (X? =
1,615, P = 0,446).

111.2.2.3. Polimorfismo S769N no gene pfATP6

A frequéncia dos genotipos do SNP S769N do gene pfATP6 foi analisada em 103
amostras. A totalidade das amostras era portadora do alelo selvagem pfATP6 769S.
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111.2.2.4. Polimorfismos no gene pfK13-propeller

Relativamente aos polimorfismos no gene pfK13 foram analisadas 21 amostras para 0s
Loci 493 (Y>H), 539 (R>T), 543 (I>T) e 580 (C>Y). O alelo selvagem foi encontrado em
todas as posicbes (100%, n = 21/21). Na tabela Il1.4. encontram-se apresentadas

frequéncias dos SNP’s acima citados.
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Tabela I11.4. Frequéncias genotipicas de marcadores analisados.

Frequéncias genotipicas n Frequéncias aalélicas

(%) % (I1C 95%)
Wt Mut Misto Wit Mut
2011

pfmdrl  N86Y 28 19(685) 6 (21) 3(11,5) 73,5(64,0-82,0) 26,5 (18.8-36,0)

D1246Y 31  31(100) 0 0 100 0
>Cépia 32 3(9,4)

pfatp6  S769N 37 37 (100) 0 0 100 0
Y493H 5 5 (100) 0 0 100 0
R539T 5 5 (100) 0 0 100 0
1543T 5 5 (100) 0 0 100 0
C580Y 5 5 (100) 0 0 100 0

2012
N86Y 33 23(69,7) 6(182) 4(12,1)  76(66,4-844) 24,0 (11,6-33,6)

ofmdrl DI1246Y 33 32(97)  1(30) O 98,5 15
>Cépia 29 3(10.3)

ofatp6  S769N 33  33(100) O 0 100 0
YA93H 7 7(100) 0O 0 100 0
R539T 7  7(100) 0 0 100 0

PIKI3 531 7 7(000 0 0 100 0
Cs580Y 7 7(100) O 0 100 0

2013

Ng6Y 33 27(820) 5(151) 1(30) 834 16,6

ofmdrl DI1246Y 32  32(100) 100 0 100 0
>Copia 32 5 (15,6)

ofatpé  S769N 33 33(100) O 0 100 0
YA93H 9 9(100) 0 0 100 0
R539T 9  9(100) 0 0 100 0

PIKI3 5431 9 9(00) 0 0 100 0
C580Y 9  9(100) O 0 100 0

Total

N86Y 94 69(734) 17(181) 8(85)  77,7(69-86) 22,3 (14-31)

pfmdrl D1246Y 96  95(99)  1(1) 0 99,5 05
>Cobpia 93 11 (11,8)

ofatp6  S769N 103 103 (100) O 0 100 0
YA93H 21 21(100) 0 0 100 0
R539T 21 21(100) O 0 100 0

KIS sasr 21 21(100) o 0 100 0
C580Y 21 21(100) O 0 100 0

Legenda: mut = alelo mutante; n = nimero; wt = alelo selvagem
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111.3. Andlise de polimorfismos em genes do hospedeiro humano

111.3.1. Genes CYP1Al e CYP1B1

Os SNP’s CYP1A1l-2455A>C, CYP1B1-4326C>G e CYP1B1-4360C>G foram
analisados em 100, 103 e 96 amostras, respetivamente.

Para 0 SNP CYP1A1-2455A>C, as frequéncias genotipicas encontradas foram de 97%
(1C95%: 93,0 — 100) para o wt (2455AA); 3% (1C95%: 0,0 - 7,0; n=3/100) para o gendtipo
heterozigotico (2455AC / CYP1A1*1/*2B), ndo tendo sido encontrado o gendtipo
homozigotico (2455CC), que representa a variante CYP1A1*2B.

O SNP CYP1B1 4326C>G apresentou frequéncias de 68% (1C95%: 60,3 — 75,2; 70/103)
para o wt (4326CC); 14,6% (1C95%: 8,3 —20,3; n=15/103) para 0 gendtipo heterozigdtico
(4326CG) e 17,4 (1C95%: 9,3 — 26,6; n=18/103) para o0 mutante homozigético (4326GG),

que representa a variante CYP1B1*3.

Enquanto a mutacdo no locus 4360C>G do gene CYP1B1 apresentou frequéncias de
90,8% (1C95%: 85,7 -96,4; 89/98) e 9,2% (IC95%: 3,6 — 14,3; n=9/98) para 0 wt
(4360CC) e o genotipo heterozigotico (4360CG) respetivamente, ndo tendo sido
encontrado o genotipo mutante heterozigoético (4360GG), que representa a variante
CYP1B1*5

111.3.2. Gene CYP2C8

SNP’s no gene CYP2C8 foram analisados nas posigdes 792C>G, 1196A>G e 805A>T,
em 100, 102 e 96 amostras, respetivamente.

Para o SNP CYP2C8-792C>G, o wt (792CC) foi observado em 98% (1C95%: 95,0 — 100;
n=98/100) das amostras, o heterozigético (792CG) em 2% (1C95%: 0,0 — 5,0; n=2/100);
o0 alelo mutante (792-G), que representa a variante (CYP2C8*4), ndo foi encontrado neste
locus.

Na posi¢do 1196A>G, o wt foi observado em 99% (1C95%: 96,1 - 100; n=100/101) das
amostras € 0 gendtipo misto (CYP2C8*1/*3) encontrado com a frequéncia de 1%
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(1C95%: 0,0 — 3,9; n=1/101); ndo tendo sido observado o gendtipo mutante homozigético
1196GG (correspondente a variante CYP2C8*3).

O polimorfismo CYP2C8-805A>T apresentou as frequéncias genotipicas de 67,7%
(1C95%: 58,3 — 77,1; n=65/96) para 0 wt (805AA); 28,1% (1C95%: 18,8 — 36,5; n=27/96)
para o genotipo heterozig6tico (805AT) e 4,2% (1C95%: 1,0 — 9,4; n=4/96) para 0 mutante
homozig6tico 805TT, que representa a variante (CYP2C8*2) (tabela 111.5.).

111.3.3. Genes CYP3A4

Foram analisados os SNP’s, nas posi¢des 392(A>G) e 673(T>C) do gene CYP3A4 em 98
e 103 amostras, respetivamente, e no SNP 6986(A>G) do gene CYP3A5 em 84 amostras,
que amplificaram com éxito por PCR-RFLP no DO.

Nos 98 pacientes analisados para 0 SNP CYP3A4 392A > G, a frequéncia do gendtipo
encontrada nesta amostra populacional foi de 11,2% (IC 95%: 0.060 — 0.196, 11/98) para
0 tipo selvagem (392AA), 54,1% (IC95%: 43,8 — 64,1, 53/98) do alelo mutante
homozigotico (392GG), que representa a variante alélica CYP3A4*1B e 34,7% (IC 95%:
25,7 — 45,2, 34/98) para o genotipo heterozigético (g.-392AG).

No D3, o alelo mutante CYP3A4*1B foi encontrado com uma frequéncia de 64,6%
(n=31/48) no grupo de pacientes que apresentaram PCR positivo e 40,8% (n=20/49) no
grupo com PCR negativo (32 =3,322 DF =1, p =0, 0683) (tabela I11.5.).

O gen6tipo CYP3A4*1B foi detetado em 53,6% (n=15/28) no grupo de pacientes que
tiveram parasitémia recorrente por PCR, durante o periodo de seguimento de 28 dias,
comparado com 36,6% (n=26/71) no grupo sem parasitémia recorrente (32 = 2,190, DF
=1, p=0,138) (tabela I11.5.).

Para o locus CYP3A4-673T>C, a totalidade da amotras analisadas (n=103) apresentou o
gendtipo selvagem, ndo tendo sido encontrado o alelo mutante CYP3A4-C, que representa
a variante CYP3A4*2.
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111.3.4. Genes CYP3A5

O SNP 6986A>G no gene CYP3A5 foi analisado com sucesso em 84 amostras, tendo sido
encontradas as seguintes frequencias genotipicas: 76,1% (IC95%: 66,4 — 83,9; 64/84)
para 0 genotipo wt (6986AA), 19% (IC 95%: 11,9 -27,9; 16/84) para o heterozigotico
(6986AG) e 4,8% (1C95%:0,7 — 9,5; 4/84) para o gendtipo CYP3A5 6986-GG que
representa a variante alélica CYP3A5*3.

No D3, 0 CYP3A5*3 (6986-GG), foi encontrado com a frequéncia de 2,3% (n=1/44) no
grupo de pacientes com PCR positivo e 7,7% (n=3/39) no grupo com PCR negativo (2
= 2,335 DF =1, p = 0,126) (tabela 111.5.). Esta forma alélica (CYP3A5*3) foi detetada,
por PCR, em 8% (n=2/25) no grupo de pacientes com parasitémia recorrente durante o
periodo de seguimente de 28 dias, comparado com 3,4% (n=2/59) no grupo sem
parasitemia recorrente (}2 = 1,342, DF = 1, p = 0,246) (tabela 111.5.).

111.3.5. Gene MDR1/ABCB1

No gene MDR1/ABCB1, foram analisados SNP’s no loci 129(T>C) e 3435(C>T) em 101
e 99 amostras respetivamente, que amplificaram com éxito no DO; em relacdo ao SNP
ABCB1-3435(C>T), dos 101 pacientes analisados, as frequéncias de genoétipo foram de
76,3% (1C95%: 66,7 — 84,1, 77/101) para o tipo selvagem (3435CC), 7,9% (1C95%: 3,5
— 15,1, 8/101) para o genotipo mutante homozigotico (3435TT) e 15,8% 1C95%: (9,3 —
24,4, 16/101) para o heterozigotico (3435CT).

Em 98 amostras analisadas, o genotipo mutante MDR1 3435CTT foi encontrado com a
frequencia de 8,5% (n=4/47) no grupo de pacientes com PCR positivo no D3 e 5,9%
(n=3/51) no grupo com PCR negativo (¥2 = 0,058 DF =1, p =0,810) (tabela I11.5.).

No entanto, durante o periodo de seguimento, o genotipo selvagem apresentou maior
frequéncia no grupo de pacientes sem parasitémia recorrente 78% (60/77), em
comparag¢do com o grupo de pacientes com parasitémia recorrente, detetada por PCR
(22%, 17/77) (x2 = 20,517 DF = 1, p = 0,0001) (tabela I11.5.), verificando-se uma

associagéo estatisticamente significativa.
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O SPN -129T>C do gene MDR1/ABCB1 apresentou as frequéncias genotipicas de 79,8%
(1C95%: 70,7 - 87,9; n=79/99) para o wt (MDR1-129TT); 1% (1C95%: 0,0 — 4,0; n=1/99)
para 0 mutante homozigotico (MDR1-129CC) e 19,2% (IC95%: 11,2- 28,3; n=19/99)
para o heterozigatico.

Em relacdo a resposta ao tratamento com AL, ndo se verificou uma associa¢do
significativa relativamente ao SNP ABC1--129T>C no D3 (y2 = 5,529, DF =2, p =
0.070); também nao foi observada uma associacdo estatistica entre esta posi¢do do gene
e a recorréncia de parasitémia durante o periodo de seguimento de 28 dias, considerando
que a frequéncia genotipica do wt foi de 88,9% no grupo de pacientes que apresentou
parasitémia recorrente e 76,3% no grupo sem recorréncia (y2 = 0,415, DF=1,p=10,519)
(tabela I11.5.).
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Tabela I11.5. Frequéncias genotipicas e alélicas dos SNP’s analisados.

Frequéncia genotipica Frequéncia alélica
N (%; 1C=95%) % (1C=95%)
cc 77 (76,3; 66,7, — 84,1) ¢ sa2(56_907)
3435C>T _ 2 (75,6 - 90,
o1 cT 16 (15,8; 9,3 24,4)
T 8 (7.9;35-15,1) T  158(9,3-24,4)
MDR1
T 79 (79,8; 70,7 — 87,9) T o4 E27-932)
-1297>C TC 19 (19,2; 11,2 - 28,3) B
n=299
cc 1 (1,0;0,0-4,0) C  10.6(6,1-1838)
AA 11 (11,2; 4,6 — 16,6)

A 283(195-378
392A>G AG 34 (34,7; 26,8 — 45,3) ( )
n=99

GG 54 (54,1; 43,0 - 63,1) G  71,7(62,1-805)
CYP3A4
T 100
673T>C TC o 1
n =103
cc 0o C o
AA 64 (76,2; 67,3 — 85,0)
A 857 (77,6-921)
CYP3A5 Ggsg’;ﬁ AG 16 (19,0; 11,9 — 27,9)
GG 4 (4,8;0,7-95) G 143(7,9-22,4)
AA 97 (97,0; 93,0 - 100) A 985 (630 100)
cypiar  249A>C AG 3 (3.0;00-7,0) o
n=100
GG 0 G 15(00-27)
cc 70 (68,0; 60,3 — 75,2)
C  753(195-37, 8
4326C>G CG 15 (14,6: 8,3 — 20,3) ( )
n =103
GG 18 (17,4; 9,3 — 26,6) G 24,7(19,5-37,8)
CYP1B1
cc 89 (90,8; 85,7 — 96,4) c 04837 o83
¢ cG 9 (92;36-143) 4 (88.7-9839)
n=
GG 0 G 46(36-143)
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Continuacdo da tabela I11.5.
Frequéncia
genotipica Frequéncia alélica

N (%; % (IC=95%)

1C=95%)
AA 65 (67,7: 58,3 — 77,1)
A 817(730-89,0)

§o=5/36> T AT 27 (28,1; 18,8 - 36,5)

T 4 (42,10-94) T 183(11,0-27,0)

AA 101090961100

cypacg  1196A>G AG 1 (1,0;00-39) o

n =102

GG 0 G (05:00-17)

cc 98 (98,0; 95,0 — 100) 08990961 100
792C>G _ 0;96,1—
v cG 2 (2,0;0,0-50)

GG 0 G (10;00-20)

111.4. Doseamento dos antimalaricos AL

As amostras foram colhidas em 103 pacientes com maléaria por P. falciparum néo
complicada, nos dias 0 (D0), D3 e D7.

Em virtude de IHMT ndo possuir laborat6rio para a realizacdo de HPLC, este capitulo
deste trabalho foi realizado no Departamento de Quimica Analitica da Faculdade de
Ciéncias da Universidade de Lisboa.

As amostras foram preparadas e otimizadas de acordo com o protocolo elaborado para o
estudo. No entanto, os resultados preliminares obtidos ndo foram conclusivos por causa
de avaria do cromatdgrafo disponivel. O que impediu a continuidade da analise durante
o0 periodo de realizacdo da componente pratica deste trabalho, ndo tendo sido possivel
obter resultados relativos a quantificacdo do artemeter e lumefantrina nas amostras em
estudo.
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1V. Discussao
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IV.1. Identificacédo do P. falciparum

No que concerne a identificacdo do P. falciparum, foi observada uma diferenca
significativa nos resultados entre as duas técnicas utilizadas (microscopia ética e PCR);
por exemplo no D7 os resultados obtidos foram de 6% e 34%, respetivamente (X2 =
15,170, df = 1, P = 0,0001). Esta diferenca justifica-se pela alta sensibilidade do PCR
para detetar parasitas mesmo em concentracGes sub-microscopicas; pela presenca de
gametdcitos, pela existéncia de vestigios de DNA de parasitas mortos e erros no
diagndstico microscépico, devido a falta de formacéo e mas condicdes de coloracao, tém
sido também apontados como fatores que podem contribuir para a diferenga entre 0s
resultados obtidos pelas duas técnicas [72]. Para minimizar erros de diagndstico neste
estudo, a identificacdo do parasita pela microscopia foi realizada por técnicos
qualificados, especificamente treinados para o estudo; a qualidade das amostras foi
verificada e confirmada pelo investigador responsavel com base nos pardmetros do
protocolo utilizado.

E de referir que, todas as amostras com resultado positivo por microscopia para formas
assexuadas do parasita e/ou com gametdcitos, tiveram resultado positivo para
Plasmodium por PCR nos dias correspondentes do seguimento.

Todos os casos classificados como faléncia terapéutica tiveram resultados positivos para

o P. falciparum por microscopia e por PCR nos dias correspondentes.

Comparando os resultados por anos de colheita foi constatado um aumento progressivo
relativo do numero de amostras positivas entre 2011 e 2013 (tabela I11.1.); no entanto,
ndo se verificou que existisse associacdo estatisticamente significativa. Por exemplo, no
D3 a distribuic¢do das 13 amostras positivas por MO nos 3 anos de colheitas (2011, 2012
e 2013) foi de 30,8% em 2011 (n=4/13), 30,8% (n=4/13) correspondente a 2012 e 38,4%
(n=5/13) nas colheitas de 2013 (X2 =0,720, df = 1, P = 0,696); em 48 pacientes com PCR
positivo no D3, a distribuicdo foi de 31,3%, 29,2% e 39,6% em 2011, 2012 e 2013
respetivamente (X? =1,513; df =1; P = 0,469) (Ver tabela I11.1.).
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IV.1.2. Detecédo de gametdcitos

Foram detetados gametdcitos em pacientes no DO (n=16), nos dias subsequentes do
seguimento foram identificados gametdcitos em sete pacientes no D7 e em 3 no D14,
tendo nos restantes dias sido identificada apenas huma amostra.

De forma geral, a producdo de gametdcitos ocorre apds varios ciclos eritrocitarios; a
presenca desta forma sexuada no DO que, geralmente coincide com o inicio da
sintomatologia, pode sugerir precedéncia duma infecéo latente por Plasmodium, comum
nas areas endémicas, inicialmente assintomatica com baixa parasitémia e que se tornam
manifestas na ocasido de fragilidade da defesa do organismo ou duma inoculagdo
parasitaria adicional [21, 32]. A persisténcia de gametocitémia promove a manutencéo do
vetor infetado e a transmissdo da doenca na populacdo [32]. A propor¢do de pacientes
com gametocitos encontrada sugere um relevante potencial de transmissao de malaria na
amostra populacional em andlise, o que é consistente com o nivel de endemicidade da

regiéo.

IV.2. Resultados terapéuticos ao tratamento com a combinacdo AL

No D3 (24 horas apds o tratamento completo com Coartem®), 13 dos 103 pacientes em
analise (12,6%) apresentavam parasitémia detetada por MO.

A taxa de cura encontrada neste estudo 91,3 (IC 95%: 83,6 — 95,8) é inferior relativamente
a reportada em 2004 (100%), considerada como avalia¢do inicial para a monitorizacdo da
eficacia de AL em Angola [73] . A faléncia de 8,7%, observada neste estudo, sugere uma
alteracdo do perfil do parasita em circulacio em Angola, no que concerne a
suscetibilidade a combinacéo utlizada (AL).

Plunciski e colaboradores reportaram taxas de cura de 97,3%, 96,3% e 88,1% em estudos
realizados nas provincias do Uige, de Benguela e Zaire respetivamente, em amostras
colhidas em 2013 e 2015 [74].

Taxas médias de faléncia <5 % tém sido reportadas na maioria dos estudos realizada na
regido africana; taxas dentro desta proporcéo foram reportadas em paises subjacentes a
Angola, como o caso de Congo (2,8%), Republica Democratica do Congo (2,4%), Etiopa,

Tanzénia e Zambia (2,4%, 2,9% e 6,7%), respetivamente. Foram também reportadas
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taxas de faléncias superiores a 10% em diferentes paises da regido africana, como no caso
de Burquina Faso (12,5%) no periodo de 2007-2012, Gana (13,8%) em 2013 e Malawi
(19,5%) em 2012 [30]. Estando os resultados obtidos neste estudo relativamente a
faléncia terapéutica, dentro dos intervalos reportados.

Uma analise de resultados, publicada por Venkatesan e colaboradores, que envolveu 31
estudos realizados em diferentes paises, reportou uma taxa média global de RCPA de
94,8 %. Nessa analise, as taxas médias de cura (RCPA) distribuidas por regides foram de
93,8% para a Africa Oriental, 96,2% para a Africa Ocidental e 95,2% para a
Asia/Oceénia. E de referir que a maioria dos estudos incluidos nesta analise foi concluida
antes de 2010 [30]; a taxa de cura relativamente inferior (91,3%), obtida neste estudo,
realizado em Angola entre 2011 e 2013, ndo justificam uma mudanca de politica
terapéutica do pais, considerando as diretrizes da OMS [23], porém, sugere tendéncia
para uma diminuicdo da eficacia terapéutica da combinacdo em utilizacdo, neste caso a
AL, o que reforcam a necessidade de uma monitorizagdo regular. No anexo IV.1.
encontra-se uma compilacdo dos estudos realizados em diferentes areas endémicas de

Africa, bem como as respetivas taxas de faléncia terapéutica reportadas.

O protocolo da OMS para a monitorizacdo da eficacia dos ACT considera a detecdo de
parasitas por microscopia no D3 como uma diminuicdo da suscetibilidade do P.
falciparum ao tratamento com ACT, especialmente a artemisinina. Este protocolo define
a suspeita de resisténcia do P. falciparum a artemisinina como a proporc¢do de pacientes
com parasitémia de 10% ou mais no D3 e, considera a taxa de faléncia terapéutica
(recrudescéncia da parasitémia) durante o periodo de seguimento (28 dias), como
indicador da resisténcia ao farmaco parceiro com maior tempo de semivida [75].

Perante uma taxa faléncia superior a 10%, a OMS recomenda a mudanca do esquema em
uso [75].

Em termo de resultados terapéuticos, fatores associados ao hospedeiro humano, como por
exemplo a interferéncia do sistema imunitario especifico, principalmente em areas
endémicas de maléria, e a influéncia da farmacogenética sobre a farmacocinética dos
compostos utilizados, desempenham um papel relevante na dinamica de eliminacao dos
eritrocitos infetados (infected red blood clearance - iRBC), com impacto na resposta

terapéutica [9].
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A OMS recomenda alteracdo da politica de tratamento perante uma taxa de faléncia
terapéutica superior a 10% [75]; ataxa de cura (91,2%) encontrada neste estudo sugere
que AL ainda pode ser considerada eficaz, como farmaco de primeira linha, para o
tratamento de malaria ndo complicada, em Angola, de acordo com parametros da OMS;
no entanto, estes resultando realcam a pertinéncia da monitorizagdo periddica e

abrangente da eficacia desta combinagdo em Angola.

IV.3. Analise dos polimorfismos em genes do P. falciparum.

IVV.3.1. pfmsp2 (proteina de superficie do merozoito)

A genotipagem do pfmsp2 foi utilizada neste estudo, para distinguir recrudescéncias de
uma nova infegéo por Plasmodium falciparum nos pacientes em estudo. Em 27 das 96
amostras analisadas (28,1%), foram observadas bandas correspondentes a coexisténcia
das ambas as familias (3D7/IC e FC27); neste caso, significa a ocorréncia de coinfecdes
com varias estirpes oriundas de diferentes inoculages [32].

Durante o periodo de seguimento, foi observada eliminacdo progressiva da
heterogeneidade nas bandas e, a partir do D3, a maioria das amostras (98%, n=94)
apresentou caracteristicas analogas, no que concerne as familias alélicas FC27 ou
3D7/IC. Ou seja, com o tratamento foram sendo eliminadas diferentes estirpes de

falciparum.

Em trés pacientes com amostras positivas para P. falciparum depois dos D7 (D14, D21 e
D28), uma (correspondentes ao D14) tinha um perfil genotipico do pfmsp2 similar ao do
DO, sugerindo uma recrudescéncia; enquanto uma das duas amostras positivas no D28,
apresentou bandas similares as do DO, sendo considerada também uma recrudescéncia e
na segunda foram observadas bandas bastante distintas do perfil inicial, sendo, portanto,
classificada como reinfecdo [9].

Neste estudo, 0 nimero reduzido de amostras positivas existentes apos o D7, constituiu
uma limitacdo em termo da avaliacdo das taxas de recrudescéncia e reinfecdo na area em

estudo.
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Em dois estudos de eficécia terapéutica da combinacdo AL, realizados em trés provincias
de Angola, e publicados por Plucinski e colaboradores em 2015 e 2017 incluindo 157 e
178 pacientes, respetivamente [74, 76], com analise da diversidade de falciparum por
microssatélites, foram reportados 14 e 19 casos de reinfecdo em 23 e 28 pacientes com

faléncia terapéutica tardia, respetivamente.

1V.3.2.1. SNP’s N86Y e D1246Y do gene pfmdrl

Neste estudo, em 96 amostras analisadas relativamente a posi¢do 86 C>Y, o genotipo
mutante 86Y associado com a alteracdo da atividade da proteina apresentou uma
frequéncia de 18,1 (IC 95%: 10,2-26,0). Este resultado estd em concordancia com 0s
reportados em outros estudos realizados em Angola, onde frequéncia similares foram
encontradas por Gama e colaboradores (11,1%) em amostras de 2007 [77] e por Fancony
e colaboradores (17%) em 2016 [78]; porém, 0s nossos resultados mostraram uma
diferenga significativa quando comparado com resultados obtidos em estudos menos
recentes realizados em Angola; por exemplo, o genétipo mutante pfmdrl 86Y foi
encontrado com uma frequéncia de 73% por Pinheiro e colaboradores em 2003 (X? =
23,692, P = 0,0001) [79], foram demonstradas frequéncias de 61% num estudo que
envolveu amostras colhidas no hospital pediatrico de Luanda em 2007 [80], (X? = 17,186,
P = 0,000034) e de 48% num estudo realizado na provincia de Benguela por Ngane e
colaboradores entre 2010 -2011 (X? = 10,385, P = 0,001270) [81]. Também, diferem dos
resultados encontrados numa anélise publicada por Venkatesan e colaboradores em 2014
[82], que envolveu resultados de varios estudos sobre maléria realizados no periodo de
2000 a 2009, onde, o alelo mutante 86Y foi reportado com as frequéncias médias de 34%
para a regido Ocidental de Africa 44% regido Este da Africa e 29% (86Y) para a
Asia/Oceania, sendo o alelo selvagem (86N) encontrado em 42%, 37% e 71%, nas
respetivas regides [82]. E de referir que a maioria dos estudos desta analise foi realizado
num periodo em que a CQ e AQ eram utilizados em regime de monoterapia como
farmacos de primeira linha, para o tratamento da malaria ndo complicada, o0 que podera
justificar a selecdo deste alelo por este regime terapéutico. De acordo com a literatura, a
exposicéo do parasita aos antimalaricos pode resultar em mutacdes e selecdo de estirpes

menos suscetiveis aos farmacos utilizados. Por exemplo, a utilizagdo simultanea de
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antimaléricos (CQ, AQ, MQ) em regimes de monoterapia ocasionou uma pressao seletiva
com propagacdo do alelo mutante pfmdr186Y em diversa areas endémicas de maléria;
apos introducdo dos ACT’s foi observada uma alteracdo do perfil genético do P.
falciparum com aumento progressivo da frequéncia do alelo selvagem N86, este
ressurgimento deve-se provavelmente a reducdo da pressdo seletiva exercida pelos
farmacos, resultante do abandono da cloroquina e de outros antimalaricos da mesma
classe (quinoleinas). Em muitas areas endémicas de malaria, a interrupcéo do uso da CQ
ocasionou reaparecimento do alelo selvagem 86N e de estirpes do parasita sensiveis a este
farmaco. Por exemplo, no Malawi, a substituicdo da CQ pela associacdo SP, em 1992
originou uma reducdo do alelo 86Y de 60% (1993) para 20% em 2000. O ressurgimento
do 86N foi acompanhado pelo reaparecimento do fendtipo sensivel do P. falciparum a
CQ in vitro e na resposta clinica de pacientes tratados com CQ no Malawi e no Quénia
(ver tabela 1V.2.).

Neste estudo, foi encontrado predominio do alelo selvagem 86N, o que por comparacao
com frequéncias reportadas em estudos anteriores, realizados em Angola, sugere uma
alteracdo do perfil genético do P. falciparum. Esta alteracdo verificou-se apds
substituicdo da CQ em regime de monoterapia por ACT’s (AL) em Angola, em 2007, o
que pode influenciar as caracteristicas fenotipicas no que concerne a suscetibilidade do
parasita e a resposta do paciente aos antimalaricos, nomeadamente a combinacdo AL,
aqui analisada.

Em relacdo ao SNP pfmdrl D1246Y, em 96 amostras analisadas, 0 genotipo selvagem
(1246D) foi o predominante, tendo sido encontrado em 90% das amostras analisadas; o
alelo mutante 1246Y associado a uma proteina com atividade transportadora alterada, foi
encontrado em apenas uma amostra (1,0%), colhida em 2012; uma frequéncia semelhante
(1,8%) foi encontrada num estudo em Benguela, regido central de Angola em 2010-2011
[81]. Estes resultados estdo de acordo com os reportados na maioria dos estudos
realizados na regido africana, onde o alelo mutante 1246Y tem sido raramente encontrado
[41]; no entanto, esta forma alélica (1246Y) foi reportada em estudos realizados em
Kinshasa—DRC, em 2008, em 15.5% (n = 16/103) das amostras, na Tanzania 15,7% (n
=101/640) em 2014 e na Nigéria 17% (n = 15/90) em 2015. Também, na analise realizada
por Venkatsan [82], que envolveu resultados de estudos de diferentes areas geograficas,

0 gendtipo 1246Y foi reportado com as frequéncias médias de 11% (n=75/678) na regido
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Oeste e 25% (n=254/1017) na regido Este da Africa e, ndo tendo sido encontrado na Asia
e Oceénia em 77 amostras analisadas. De acordo com a bibliografia, o pfmdrl 1246Y é
encontrado com maior frequéncia na regido da América do Sul e considerado raro em
Africa [75][82].

1VV.3.2.2. Avaliacdo do numero de copias do gene pfmdrl

O aumento do numero de copia do gene pfmdrl tem sido associado com diminuicdo da
suscetibilidade e aumento da resisténcia do P. falciparum in vitro e a faléncia terapéutica
clinica aos antimaléricos, incluindo a mefloquina (MQ), quinino (QN), halofantrina e
lumefantrina [75, 83].

Nesta amostra populacional foi observada uma proporc¢éo significativa de aumento do
namero de copias do gene pfmdrl (11,8% n=11/93) e uma tendéncia progressiva relativa
no aumento do numero de copias ao longo do periodo de colheita das amostras (de 2011
a 2013), porém, este parametro ndo apresentou uma associacdo estatisticamente
significativa (P = 0,446). Estes resultados sdo discrepantes dos relatados pela maioria dos
estudos realizados na regido africana, onde 0 aumento do nimero de copias deste gene
tem sido raramente reportado. Por exemplo, num estudo publicado por Witkowski em
2010 utilizando 131 amostras colhidas de diferentes paises de Africa ocidental e central,
3% apresentaram um aumento de copias do pfmdrl [83]; num outro estudo (Menard e
colaboradores) que incluiu 214 amostras colhidas nos Camardes, no periodo entre 2005
e 2009 [84] ndo foi detetado aumento de cdpia do pfmdrl; resultado semelhante foi
reportado num estudo realizado por Vaughan-Williams e colaboradores em Kwazulo
Natal, Africa do Sul, em 2012 [85]. Esta tendéncia foi também observada em estudos
realizados na Africa Oriental, que envolveram 475 amostras provenientes de Quénia,
Sudao, Zanzibar e Malawi, nos quais a duplicacdo do gene pfmdrl foi encontrada em
apenas quatro amostras (0,8%), provenientes do Quénia e do Sudéo; na regido ocidental
de Africa, em dois estudos que envolveram 112 amostras provenientes de Burquina Faso,
Costa do Marfim, Togo e, também Madagascar, seis amostras (5,6%) apresentaram
duplicacdo do gene pfmdr1 [85]. Porém, num estudo publicado por Pillai e colaboradores
em 2012 em amostra de 28 viajantes europeus portadores de malaria por P, falciparum e
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provenientes de oito paises africanos, aumento do ndmero de copias do pfmdrl foi
observado em 39% dos casos [86].

Na andlise j& mencionada, publicada por Venkatsan, que envolveu resultados de estudos
realizados em diferentes areas geogréaficas, a amplificacdo do gene pfmdrl, pelo aumento
do nimero de copias, foi reportada com frequéncias medias de 2% (n=41/2033) na regido
Este da Africa e de 50% (n=103/226) na Asia e Oceénia, ndo tendo sido mencionado
dados sobre este parametro para a Africa Ocidental [82]. N&o foram encontrados dados
referentes a estudos sobre este polimorfismo, em Angola, que possam ser utilizados como
perfil de comparagdo do mesmo nesta populagdo. No entanto, o resultado encontrado
neste estudo constitui uma preocupacéo, considerando que o aumento do nimero de copia
do gene pfmdrl tem sido associado com a diminuicéo da suscetibilidade do P. falciparum
a diversos antimalaricos. Este fato foi constatado num estudo realizado na regido oeste da
Tailandia, onde tem sido reportado Plasmodium falciparum resistente a maioria dos
antimalaricos. Foi encontrado aumento do nimero de copias do pfmdrl em 35% (n =
19/54) e, as amostras com numero de copias aumentado apresentavam IC50s superiores
para a mefloquina e artesunato [87].

A detecdo deste fendbmeno é considerada como um sinal de alerta atempada para o
surgimento da resisténcia do parasita aos farmacos mencionados, o que sugere a
necessidade de uma maior vigilancia em termos de monitorizagdo dos paradmetros

associados a resisténcia aos antimalaricos em Angola.

1VV.3.2.3. Anélise do SNP S769N do gene pfATPase6

No gene pfatpase6, foi analisado o polimorfismo S769N; a totalidade das amostras
incluidas no estudo (n=103) apresentou alelo tipo selvagem S769.

Este resultado € concordante com o obtido por Menegon e colaboradores, num estudo
realizado na provincia do Uige, regido norte de Angola em 2004, onde o alelo selvagem
S769 foi encontrado em 100% das amostras (n=66) [88]. Resultados semelhantes foram
reportado em estudos realizados em diferentes regides de Africa; a mutagdo neste locus
(769N) também néo foi observado em estudos efetuados na Tanzania e no Niger [89];

O polimorfismo S769N do gene pfATPase6 tem sido associada a diminuicdo da

suscetibilidade do P. falciparum a artemisinina in vitro; a detecéo deste alelo em amostras
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provenientes da Guiana Francesa foi associada a elevados niveis de Clso deste farmaco
[86]. Num estudo in vitro recorrendo a culturas de isolados de Plasmodium falciparum
de viajantes provenientes de Africa (ja mencionados), foram observados valores de ICso
elevados para artesunato, artemisinina e Dihidroartemisinina em amostras portadoras do
alelo mutante pfATP6 769N [86]; no entanto, Cui e colaboradores [90], utilizando estirpes
selvagens e mutantes para este céddo, demonstraram que a mutacdo 769N ndo afetava a
resposta dos parasitas ao artemeter, ao artesunato e a dihidroartemisinina. Estes resultados
divergentes apontam para a necessidade de esclarecimento quanto ao papel

desempenhado por este polimorfismo na resisténcia a artemisinina e seus derivados.

1V.3.2.4. Anélise de polimorfismos no gene pfK13-propeller

Em 21 amostras analisadas para os polimorfismos no gene pfK13 nos coddes 493(Y>H),
539 (R>T), 1543T (I>T) e C580 (C>Y), ndo foram encontradas nenhuma das mutacoes
associados com resisténcia do P. falciparum a artemisinina, detetada no Sudeste Asiatico
[91]. Portanto, ndo foi observada qualquer associagdo estatisticamente significativa entre
os SNP’s estudados e a resposta terapéutica a combina¢ao AL (anexo IV.3.).

Os nossos resultados estdo em concordancia com os reportados por Plucinski e
colaboradores num estudo realizado em duas provincias da regido norte de Angola (Uige
e Zaire), em 2013 [74], e noutro estudo publicado por Escobar e colaboradores em 2016,
utilizando amostras provenientes de Mozambique (n=50) e Angola (n=50), colhidas no
periodo de 2003 a 2012 nas quais também ndo foram encontradas mutacdes nos coddes
do gene pfk13 analisadas neste estudo [92].

Resultados semelhantes foram reportados em dois estudos da avaliagdo dos
polimorfismos deste gene (pfk13) em amostras colhidas na Africa subsaariana. Um dos
estudos incluiu 1100 amostras positivas para P. falciparum colhidas em 14 paises a partir
de 2002 e o outro envolveu 1212 amostras colhidas em 12 paises em 2013 e 2014; em
ambos, ndo foram detetadas mutacdes no pfk13 analisadas neste trabalho, sugestivas de
resisténcia do P. falciparum a artemisinina.

De acordo com a bibliografia, estdo identificadas cerca de 60 mutagdes no gene pfk13
em Africa e no sudeste asiatico, das quais a mutagao sinénima no coddo V4941 adjacente

ao c6ddo Y493H analisado neste estudo e as mutagdes em coddes R471R e R575R, ja
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detetadas em amostras de Angola e de outros paises adjacentes como RDC Congo, Gab&o
e Mozambique [93].

Mutacdes do pfK13-propeller nos coddes Y493H, R539T, 1543T e C580Y analisadas neste
estudo, foram associadas com a resisténcia do P. falciparum a artemisinina e derivados
na area do grande Mekong, regido do Sudeste Asiatico [42]. Em 2014, a Organizacao
Mundial de Saude incluia muta¢fes no pfK13 como marcadores moleculares de
resisténcia do P. falciparum a artemisinina; os indicadores da OMS para monitorizacao
dos ACT, definem a suspeita de resisténcia a artemisinina como a presenca de mutacoes
associadas com a resisténcia a este antimalarico no gene pfk13 em 5% dos pacientes
analisados e, define resisténcia confirmada como a presenga de mutagdes no gene pfk13
associadas com parasitémias persistentes no D3 ou com a persisténcia de parasitémia
durante o periodo de seguimento [91].

Apesar de ndo terem sido encontradas mutacGes associadas a resisténcia a artemisinina
fora da area do grande Mekong, a detecdo de mutacGes sindnimas em diferentes coddes
do gene pfk13 em Africa, constitui um alerta para a necessidade de monitorizacéo destes

marcadores de resisténcia do parasita aos ACT’s nesta regido.

IV.4. Polimorfismos em genes do hospedeiro humano

O comportamento da doenga e a resposta aos farmacos séo influenciados por multiplos
fatores, incluindo o estado geral do paciente, caracteristicas genéticas da populacéo,
aspetos farmacoldgicos e qualidade dos medicamentos [32]. Os estudos dos
polimorfismos genéticos no humano visam principalmente identificar variagdes em
genes, associados a predisposicao a doencas e a componente farmacogenética, que analisa
0 comportamento fenotipico associado a farmacocinética, farmacodinamica e a
modulacdo de respostas terapéuticas, a eficacia e seguranca dos medicamentos na
populacdo, com o objetivo de contribuir para o controlo de doencas e a melhoria dos
regimes terapéuticos [27, 94].

Neste trabalho, analisdmos polimorfismos em genes MDR1/ABCB, CYP3A4 e CYP3A5
do hospedeiro humano por estarem envolvidos no metabolismo da combinagdo AL;
foram também analisados SNP’s nos genes CYP1Al, CYP1B1 e CYP2C8 por estarem
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associados ao metabolismo da AQ, componente da ACT (Ars + AQ) também utilizada
em Angola.

IV.4.1. Frequéncias genotipicas dos genes CYP1Al, CYP1B1 e CYP2C8

Em relacdo aos SNPs nos genes acima mencionado, neste estudo, as variantes alélicas
que codificam para proteinas com atividade enzimatica alterada apresentaram as
seguintes frequéncias: 24,7% (CYP1A1*2B), 18,3% (CYP2C8*2) & 0,5% (CYP2C8*4).
Esses genes (CYP1Al1, CYP1B e CYP2C8) foram analisados neste estudo por causa do
seu envolvimento no metabolismo da amodiaquina.

A amodiaquina, ¢ um componente importante das ACT’s em Angola, ¢ biotransformada
no seu metabolito mais ativo, o desetilamodiaquine (DEAQ) por enzimas do CYP450,
incluindo as isoformas codificadas pelos genes CYP1A1, CYP1B1 e CYP2C8 e analisados
neste trabalho. Foram analisados, particularmente, os SNPs CYP2C8*2, *3, *4;
CYP1B1*3/*5, associados a proteinas de atividade enzimatica diminuida e o
CYP1A1*2B, que codifica uma enzima de atividade acentuada, por estarem envolvidos
no metabolismo da AQ, na formacéo do metabolito reativo, quinina-imina (QI), associado
aos efeitos adversos deste farmaco [48, 49].

Pensa-se que a acdo de enzima de atividade metabdlica baixa, como por exemplo
CYP2C8*3,* 4e CYP1B1*6, origina uma maior exposicdo a fracdo de AQ ndo
convertida em DEAQ), a qual uma enzima de atividade rapida, como CYP1A1*1B pode
converter rapidamente esta fragdo remanescente no metabolito QI [95].

O quadro clinico de efeitos adversos resultantes do QI é caraterizado por neutropenia e
por vezes insuficiéncia hepatica grave. Tendo também sido relatado um quadro
de neutropenia assintomatica associado a estes genes (CYP1A1 e CYP1B1), em pacientes
submetidos regularmente a um esquema terapéutico contendo AQ. Este quadro clinico
muitas vezes desconhecido pelo paciente, é detetado na realizacdo de exames
complementares efetuados por outros motivos.

A localizacdo extra-hepatica destas enzimas pode explicar o fato do tecido sanguineo ser

o local da ocorréncia dos efeitos adversos como a neutropenia, como provavel efeito da

QI [48].
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As frequéncias das variantes com atividade enzimatica alterada encontradas neste estudo
representam um valor numérico relevante no que concerne a populacdo de Angola,
relativamente ao risco de desenvolvimento de efeitos adversos a amodiaquina.

E de referir que, em Angola, na altura da implementag&o da quimioprofilaxia da maléria
em gestantes usando um esquema terapéutico a base de AQ, existiram relatos, ndo
documentados, de efeitos adversos, com nivel de gravidade variavel, ap6s medicagdo com
o referido antimalarico. A existéncia de relatos de efeitos adversos constituiu um
obstaculo a aderéncia da populacdo ao programa de profilaxia das gestantes. Ndo foram
encontradas referéncias bibliogafias ou relatérios de farmacovigilancia sobre a analise

dos efeitos adversos resultantes do tratamento contendo AQ em Angola.

IV.4.2. Frequéncia genotipica dos genes CYP3A4 e CYPY3A5

Para 0 SNP CYP3A4 392A>G, a variante CYP3A4*1B que representa o alelo mutante
(392G) associada a uma enzima com atividade reduzida, apresentou uma frequéncia
genotipica (392GG) de 54,5%, sendo a frequéncia alélicade 71,7% (IC 95%: 62,1 —80,5).
Estes resultados estdo em concordancia com os reportados em estudos nas populacoes
africanas onde frequéncias semelhantes foram encontradas, por exemplo em populacdes
de S&o Tomé e Principe e Zanzibar (78%), em Mogcambique e na Africa do Sul (73%) e
na Guiné Bissau e na Tanzéania (74%) [96]. Em anexo VIII.6. podem ser observadas as
diferentes frequéncias obtidas nos diversos estudos realizados em varios paises.

Para 0 SNP CYP3A4 673T>C, a totalidade das amostras analisadas apresentou o alelo
selvagem (673TT); este resultado estd também em concordancia com os reportados em
estudos de populacdes africanas onde o alelo mutante nesta posicéo (673-T / CYP3A4*2)
tem sido raro, apresentando frequéncias entre 0% e 1%.

Em relacdo ao SNP CYP3A5 6986A>G, a frequéncia encontrada para o alelo mutante
6986-G (CYP3A5*3) foi de 4,8% (GG), este alelo esta associado com a sintese da proteina
com atividade reduzida, sendo a frequéncia alélica (6986-G) de 14,3% (IC 95%: 7,9-
22,4), estes resultados estdo de acordo com outros estudos realizados na regido africana;
por exemplo, frequéncias semelhantes foram reportadas em estudos realizados nas

populacdes de Africa do Sul, Gana e Quénia (15%), no Zimbabué (16%), na Zambia
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(18%), nas populacdes de Congo Brazzaville, Gabdo, Gambia e Tanzénia (20%) e 24%
nos Camardes [56, 96]; enquanto frequéncias alélicas de cerca de 80% foram reportadas
em estudos de populacdes na Argélia, Marrocos e Tunisia. As frequéncias obtidas nestes

estudos encontram-se compiladas no anexo 1V .4.

Esta variante (CYP3A5*3) apresenta uma variabilidade associada a ragas; € considerado
predominante na populacdo Caucasiana [97], apresentando frequéncias > 95%; foram
reportadas frequéncias de 90%, 73%, 71%, 70% e 27% em estudos de populacdes norte-

americana, chinesa, japonesa, coreana e afro-americana, respetivamente (anexo VII.6.).

IV.4.3. Frequéncia genotipica no ABCB1/MDR1

No que concerne 0 gene ABC1, o genétipo mutante associado com a proteina de atividade
alterada apresentou as frequéncias de 6,9% e 1% nas posi¢Oes 3435 (TT) e 129 (CC)
respetivamente, sendo as frequéncias alélicas de 12,7% (IC 95%: 7,1-21,2) para 3435T e
10,6% (IC 95%: 6,1-18,8) para 129C. Os resultados obtidos neste estudo estdo em
concordancia com as frequéncias médias reportadas em estudos realizados noutras
populacbes africanas (anexo VII1.6). Por exemplo, o gen6tipo mutante 3435 (TT) foi
encontrado com as frequéncias de 1%, 7, 4% e 6% e 7% em amostras provenientes de
Zanzibar, Sdo Tomé e Principe, Quénia e Suddo, respetivamente, ndo tendo sido
encontrado este alelo num estudo realizado na populacdo do Gana [98]. Num estudo
realizado por Isa Cavaco e colaboradores na populacdo portuguesa, o genotipo 3435TT
foi encontrado em 41% das amostras [99]; tal como esperado este genétipo foi reportado
com maiores frequéncias, em diferentes estudos, realizados em populag¢Ges caucasianas,
em comparagdo com os resultados aqui apresentados [100].

Em relacdo ao SNP -129T>C, os resultados deste estudo estdo também de acordo com 0s
reportados em diferentes estudos, onde o genétipo mutante 129CC foi raramente
encontrado em populagdes Africanas [100] (anexo VIII.6.).

De forma geral, os SNP’s 3435 C>T e -129T>C s&o considerados silenciosos, 0 que
significa que ndo ocorre alteracdo do aminoacido na posi¢do correspondente da sequéncia

proteica, porém, estdo associados a altera¢fes no nivel da sua expresséo e da atividade da
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P-gp resultante [101]. Os portadores do genotipo mutante homozigético nestes SNP’s tém
sido associados a P-gp com baixos niveis de atividade transportadora, quando comparado
com os niveis do gendtipo selvagem, enquanto os individuos heterozigdticos apresentam

um fenotipo intermédio.

IV.4. Associagédo entre os SNP’s de humano analisados e a resposta ao tratamento
com AL

Em relacdo ao resultado do tratamento com AL, ndo foi encontrada uma associagao
estatistica significativa entre os pacientes portadores das variantes alélicas CYP3A4*1B e
CYP3A5*3 e 0 registo de parasitemia no D3. (anexo IV.5.).

Considerando a ACT utilizado neste estudo, o estatuto da parasitémia no D3, esta mais
associado com a acao do Artemeter, o parceiro de acdo rapida e com tempo de semivida
curto, que desempenha um papel importante na eliminagdo dos eritrocitos infetados
(iRBC); este composto é metabolizado ao nivel dos microssomas hepaticos pelas enzimas
CYP3A4/5 sendo convertido no seu principal metabolito biologicamente ativo, a
dihidroartemisinina (DHA); ambos os componentes (artemeter e DHA) séo rapidamente
eliminados do plasma, com uma semivida de eliminag&o de cerca de 2 horas [19].

As variantes alélicas CYP3A4*1B e CYP3A5*3 que representam proteinas de atividade
enzimatica lenta tendem causar altas concentracbes de farmacos, maior potencial
terapéutica e toxicidade.

Neste estudo, o gendtipo mutante CYP3A4*1B foi encontrado com uma frequéncia
relativamente maior (64,6%) no grupo de pacientes com PCR positivo no D3 comparado
com 40,8% do grupo com resultado negativo (y2 = 3,322 DF = 1, p = 0, 0683); para o
CYP3A5*3, a correlacdo entre os dois grupos foi respetivamente de 2,3% e 7,7% (y2 =
2,335 df = 1, p = 0,126), portanto, esses parametros (estatuto genotipico e parasitémia)
ndo apresentaram uma associagéo estatisticamente significativa (anexo I1V.5).

O perfil genotipico do CYP3A4*1B e do CYP3A5*3 também ndo influenciou o risco de
recorréncia da parasitemia durante o periodo de seguimento de 28 dias; este periodo esta
relacionado com o efeito protetor da LUM, que € metabolizado em N-desbutil-
lumefantrina (DLF) ao nivel dos microssomas hepaticos, principalmente pela CYP3A4

sendo muito lentamente eliminado, apresentando um tempo de semivida de 26 dias. E de
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referir que, em condicBes regulares, a exposi¢do sistémica ao metabolito desbutil-
lumefantrina, cujo efeito antiparasitario in vitro é 5 a 8 vezes mais elevado do que o da
lumefantrina, é cerca de 10% da exposicdo ao composto original, sendo a maioria da
lumefantrina eliminada inalterada. O que significa que o impacto da atividade do
CYP3A4 e/lou CYP3A5 na modulagdo do resultado terapéutico de AL sera limitado a
variagOes da fracdo de LUM biotransformada em DBB, que é pequena (>10%) [19].

Os SNP do gene ABC1 /MDR1 (3435C>T e -129T>C) também ndo apresentaram uma
associada significativa com a positividade do PCR no D3, sendo a correlagéo entre os
dois grupos (com PRC + e PCR negativo): 2 = 0,058 (df =1, p =0,810) parao ABCB1-
3435TT e y2 = 5,529 (df = 2, p = 0.070) para 0 ABCB1-129CC, respetivamente (anexo
IV.6.).

No entanto, o gendtipo ABCB1 3435TT apresentou uma frequéncia significativamente
maior nos pacientes que tiveram infecdo recorrente durante o periodo de seguimento em
comparagao com o grupo de pacientes sem recorréncia (x2 =20,517 DF=1,p=0,0001)
(anexo 1V.6.), o que sugeriu um envolvimento desta forma mutante da P-glicoproteina,
da qual se esperava que originasse niveis de concentracdo mais elevados do substrato,
devido a sua menor atividade de transporte, e consequentemente maior eficiéncia na

eliminagdo do parasita [101].

Em condic¢des normais, espera-se que os portadores desses alelos mutantes (CYP3A1*1B,
CYP3A5*3 e ABCB1-3435TT), classificados como metabolizadores lentos (PM),
apresentem niveis de concentracgdo sistémica elevados de substratos e, consequentemente
maior potencial antiparasitario.

Os nossos resultados ndo refletem os padrdes classicos esperados relativamente a
correlacdo farmacogenética - farmacodinamica, associados ao tratamento com AL.
Existem diversos fatores que podem ter influencia nos resultados observados entre 0s
quais: a) o estatuto de metabolizador lento (PM) das variantes CYP3A4*1B e CYP3A5*3
na conversdo dos compostos iniciais (artemeter ¢ LUM) em (DHA e DLF)
respetivamente, 0s principais metabdlitos mais ativos contra o P. falciparum,
principalmente da CYP3A4*1B, cuja frequéncia na nossa amostragem € relativamente
elevada; b) a localizagéo dessas enzimas (CYP3A1*1B, CYP3A5*3 e ABCB1-3435TT) ao
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nivel da linha celular intestinal humana LS174T, que pode originar uma reducdo da
absorcédo intestinal do AL administrado por via oral; ¢) por outro lado, a localizagdo
hepatica dessas formas mutantes pode acelerar a eliminacdo dos compostos de AL, pela
via biliar [102].

Outros fatores a ter em consideracao nas alteracfes da resposta terapéutica a AL incluem,
o fato da absorcdo de artemisinina e lumefantrina ser aumentada com a ingestdo de
alimentos ricos em gorduras; o efeito indutor do artemeter e DHA sobre a atividade
CYP3A4/5, principalmente quando estes compostos sdo usados a longo prazo; a interacao
dos componentes de AL com os outros fA&rmaco; os farmacos que possuem efeito indutor
da CYP3A4, principalmente os antirretrovirais, como inibidores de protease de HIV e

inibidores ndo nucleosideos da transcriptase reversa [19],

Uma limitacdo do presente estudo é a indisponibilidade de dados de farmacocinética,
nomeadamente a avaliacdo dos niveis de concentracdo da LUM ao D7, para a realizagdo
de avaliacdo da existéncia de relacdo entre a farmacocinética e a farmacogenética. No
entanto, os nossos resultados estdo de acordo com dados recentes de Maganda e
colaboradores onde foi sugerida uma associa¢do entre o gendtipo mutante ABCB1
3435TT, e uma diminuicdo significativa dos niveis lumefantrina D7, entre os doentes com

menor taxa de cura apos tratamento com AL [103]
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V. Consideracges Finais
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Em relacdo a eficiéncia terapéutica de AL, a taxa de cura obtida nesta amostra
populacional de Luanda (91,3%) € relativamente inferior em comparacdo com as taxas
médias de 95% que foram reportadas na maioria dos estudos realizada na regido africana.
De ponto de vista genético, os resultados deste estudo sugerem uma alteracdo do perfil
do gene pfmdrl do P. falciparum associado a suscetibilidade a AL, em compara¢do com
os dados de 2004, no entanto, o resultado clinico ap6s o tratamento com o AL n&o foi
associado com os SNP’s analisados. Considerando as diretrizes da OMS, a taxa de
faléncia encontrada ndo justifica uma mudanca de politica terapéutica do pais, mas

reforgcam a necessidade de uma monitorizagéo regular.

Em relacdo a analise genética no hospedeiro humano, os SNP’s analisados apresentaram
frequéncias genotipicas semelhantes as reportadas noutros estudos em populagdes
africanas. N&o foram observadas associagdes significativas entre os SNP’s analisados nos
genes CYP3A4/5 e o tratamento com AL; no entanto, verificou-se maior frequéncia do
alelo mutante do gene ABCB1 3435TT em pacientes com parasitémia recorrente por PCR,
sugerindo o envolvimento deste transportador na resposta ao tratamento com AL.

As frequéncias das variantes alélicas CYP1A1*2B (24,7%), CYP2C8*2 (18,3%) e
CYP2C8*4 (0,5%) associadas a atividade enzimatica alterada encontradas neste estudo
representam um valor relevante no que concerne o risco da ocorréncia de efeitos adversos
ao esquema de tratamento contendo amodiaquina

De forma geral, consideramos que o presente estudo constitui uma contribuicao relevante,
que pode ser utilizada no @mbito da anélise do perfil genético da populacdo em Angola e

da resposta aos antimalaricos.
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Associacao terapéutica: administragdo simultanea de dois ou mais farmacos, seja em
preparagdes separadas seja numa mesma preparacao.

Citocromo P450: (abreviado CYP, P450 ou CYP450) € uma superfamilia ampla e
diversificada de proteinas responsaveis por oxidar um grande nimero de substancias para
torna-las mais polares e hidrossolaveis.

Clone: Progenia de um Unico parasita, normalmente obtido por manipulacdo ou dilui¢des
sucessivas de uma mistura de parasitas, originaria de um unico isolado mantido em
laboratdrio por cultura continua in vitro Exemplo: Dd2, 3D7, clones de referéncia para
estudos de resisténcia aos antimalaricos.

Diploide: célula ou organismo que contem duas cOpias de cada cromossoma,
normalmente uma materna e outra paterna.

Efeitos adversos ou colaterais: efeitos normalmente ndo desejados que se apresentam
no Homem como resultado da administracdo de farmaco ou combinacéo.

Enzimas de restri¢cdo: ou endonucleases sdo enzimas que cortam DNA de cadeia dupla.
A enzima introduz uma incisdo em cada cadeia da dupla hélice sem danificar as bases
nitrogenadas, as ligacbes quimicas que estas enzimas interrompem podem ser

restabelecidas por ligases.

Equilibrio de Hardy-Weinberg: é a base da genética de populagdes, afirma que, em
uma populacdo mendeliana, dentro de determinadas condigdes, as frequéncias
alélicas permanecerdo constantes ao passar das geracoes. Independentemente de um gene
ser raro ou frequente, sua frequéncia permanecera a mesma com relacao aos outros desde

que essas condicOes sejam mantidas.

Esporogonia: fase de desenvolvimento do ciclo de vida do plasmédio que ocorre no
mosquito vetor.

Esquizogonia: fase de desenvolvimento do ciclo de vida do plasmoédio que ocorre nos
hepatdcitos (esquizogonia tecidular) e nos eritrcitos (esquizogonia eritrocitica).
Farmacocinética: ciéncia que estuda a absorcao, distribui¢do, metabolismo e eliminagéo
dos farmacos.

Farmacogenética: Estudo da variagdo individual ou populacional da absorcdo e
metabolizacdo dos farmacos, ligada a genes.

Gene: Segmento de uma molécula de DNA que codifica a sintese de um polipéptido

completo.

132


https://pt.wikipedia.org/wiki/Gen%C3%A9tica_populacional
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Popula%C3%A7%C3%A3o_mendeliana&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/wiki/Frequ%C3%AAncia_al%C3%A9lica
https://pt.wikipedia.org/wiki/Frequ%C3%AAncia_al%C3%A9lica

Malaria por Plasmodium falciparum em Angola - Glossario

Genoma: material genético de uma célula, corresponde ao conjunto de todos os genes
gue um dado organismo contem nos seus cromossomas e no genoma mitocondrial.
Haploide: célula ou organismo que contem uma copia de cada cromossoma, entre 0S
organismos mais desenvolvidos apenas as células reprodutoras sédo hapléides, durante a
reproducéo estas fundem-se dando origem ao zigoto.

Heterozigdtico: individuo que tem dois alelos diferentes do mesmo gene. Cada individuo
possui dois alelos de cada gene, sendo que cada alelo fica em um dos dois cromossomos
homologos.

Homozigotico: individuo comalelos idénticos presentes num  determinado

locus genético. Um individuo é chamado de homozig6tico, quando os alelos que
codificam uma determinada caracteristica sdo iguais.

Infecdo: Penetracdo, desenvolvimento e/ou multiplicagdo de um organismo num
hospedeiro.

Infetante: Que pode causar infecdo.

Isolado: Amostra de sangue infetado por Plasmodium falciparum, que pode conter mais
do que uma populacdo parasitaria.

Mutacdes: sdo alteracbes na sequéncia dos nucledtidos do material genético de um
organismo.

Nucleétidos: sdo as unidades constituintes dos acidos nucleicos (DNA e RNA). Um
nucleétido é uma associacdo entre uma base (purina ou pirimidina), uma ribose ou
desoxirribose (RNA ou DNA respetivamente) e uma molécula de acido fosférico.
Parasitémia: Presenca de parasitas no sangue.

Resisténcia: Capacidade de uma estirpe de parasitas para sobreviver e se multiplicar na
presenca de um agente antimalérico, em concentracGes que normalmente destroem ou

impedem a sua multiplicacéo.
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Anexo 11.1. Aprovacio do Comité de Etica do Ministério da Saude de Angola

REPUBLICA DE ANGOLA
MINISTERIO DA SAUDE

Parecer do Comité de Etica

Parecer sobre o protocolo de estudo designado «Diversidade dos genes CYPs, MDR1,
CAR e PXR e do seu papel na metabolizacio dos ACTs em Doentes com Malaria por
plasmodium falciparum», submetido a este Comité pelo Dr° Kinanga Kiaco, médico
epidemiologista da Direcgdo dos Servigos de Saide das Forgas Armadas Angolanas, e
inscrito na ordem dos médicos com o n® 1697.

Na apreciagdo do protocolo em referéncia o Comité de Etica constatou que se trata de um
estudo que visa investigar principalmente, os factores do hospedeiro humano relacionados
com a perda da eficicia terapéutica aos antimalaricos.

O Comité verificou que no estudo, os aspectos éticos estdo salvaguardados no que refere a

, voluntariedade dos participantes ou dos seus responsaveis apos consentimento informado, a
confidencialidade dos resultados e a garantia de assisténcia médica e medicamentosa.
Também estd assegurada a aplicagdio das normas de biosseguranga na colheita,
manipulagio e acondicionamento das amostras biologicas.

O Comité constatou ainda que a metodologia a seguir no estudo para a colheita e
preparagdo das amostras de sangue, assim como a leitura registo e interpretagdo dos
resultados obedecem as normas recomendadas pela Organizagio Mundial da Saude em
estudos de resisténcia aos antimalaricos e que os antimalaricos selecionados se baseiam no
regime terapéutico actualmente utilizado em Angola no tratamento da Malaria ndo
complicada.

O estudo vai ainda contribuir para o aperfeigoamento técnico profissional do pessoal da
saude nele envolvido nas areas do diagnoéstico por biologia molecular, e para a melhoria

dos regimes terapéuticos para a Malaria, pelo que, o Comité, considera ndo haver
inconveniente que se realize no Pais.

Luanda aos 17 de Margo 2011.

Coordenadora

Dr.? Fllomena G«l:nes da Sllva
“BIOLOGA”
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Anexo 11.2. Autorizages éticas das institui¢des envolvidas nas colheitas
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Anexo 11.3. Declaracdo de consentimento para inclusao no estudo

MODELD DE CONSENTIMENTO PARA O ESTUDD

EsTUDD DA DIVERSIDADE DOS GENES CYPS, MDR1, CAR E PXR & DO SEU PAPEL N4 METABOLIZACAD DOS ACTs
EM DOENTES COM MALARIA POR PLASMODIM FALCIBARLM

Referénciafidentificagae: {Q /’

ipento deste psjudo baixo assinadoa}, paciente {ou responsavel pela crianga) com o nome

IS E i

icafdo em parficipar voluntariamente neste estudo, pelo que me comprometo a comparecer ou razer a CriEnga
nas datas que ms fprem indicadas, durante o periodo do estudo. Embora a participagio sefa voluntéria, podersi em
qualquer momenta interromper a minha colaboragdo, A ndo aderéncia ou a intemupgao do estudo, ndo significa que
& oflanga ndo seja iralada convenientementa e com todos os meios que o Investigedor dispde.

Datz OHOF, /1 &
O paciente ou responsavel pela crianga:
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Anexo 11.4. Ficha de registo dos resultados da MO durante o seguimento

FICHA DE REGISTO LABORATORIAL

ESTUDO DA DIVERSIDADE DOS GENES CYPs, MDR1, CAR E PXR E DO SEU PAPEL NA METABOLIZAGAO DOS ACTSs
EM DOENTES COM MALARIA POR PLASMODIUM FALCIPARUM

N° de identificagao

Nome do doente

Residéncia

Bairro Municipio

Contacto telefénico
Data N°dalamina G.E.Dia0 G.EDia3 G.E.Dia7 G.E.Dial4 G.E.Dia21  G.E.Dia28
Data/dia Gota Espessa Resultado
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Anexo 11.5. Dose da combinacdo AL (Coartem® por kg de peso corporal

Peso do paciente (kg) Numero de comprimidos/dose  Artemeter + lumefantrina
5-<15 1 20 mg + 120 mg
15-24 2 40 mg + 240 mg
25- 34 3 60 mg + 360 mg

>34 4 80 mg + 480 mg
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Anexo I1.6. Ficha de avaliacéo clinica dos doentes incluidos no estudo para seguimento

FICHA DE AVALIAGAO CLINICA DO DOENTE E SEGUIMENTO

ESTUDO DA DIVERSIDADE DOS GENES CYPs, MDR1, CAR E PXR E DO SEU PAPEL NA METABOLIZAGCAO
DOS ACTS EM DOENTES COM MALARIA POR PLASMODIUM FALCIPARUM

Nome do Paciente

|dade Peso/kg
Residéncia
Nome do Paciente , Idade , Pesolkg
Parametros DIAO DIA1 DIA2 DIA3 DIA7 8DIA14 [DIA28
Data

1. Temperatura axilar (°C)

2. Tratamento

3.Dose de antimalarico

4.Vomitou (apds a medicagdo)
(SIM;NAO)

5. Sinais nas ultimas 24h (vémitos,
convulsdes, inconsciéncia,
diarreia, outros)

6. Colheita de sangue para papel
de filtro

7. Nimero da Lamina

8.1° Leitura (répida)

9.22 Leitura (parasitas/globulos
brancos)

10.Densidade parasitaria
(parasitas/pl)

11.% Densidade em Relagdo ao DO

12. Concentragdo plasmatica dos
Farmacos
13.Hemoglobina (g/l)

14.0utras patologias evidentes

15.0utros tratamento que
necessita

16.Razdo do abandono

17. Conclusdo clinica

18. OBSERVACOES

Nome do médico responsavel pelo estudo

Nome do enfermeiro responsavel

Nome do técnico do laboratério responsavel pela analise laboratorial

Contacto do responsavel pelo estudo:
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Anexo I1.7. Pardmetros da validagcdo do HPLC

Critério de validacdo de um método

1

Especificidade

Linearidade

Sensibilidade

Limiares analiticos

Precisao

Exatidao

Robustez

Coeréncia

Capacidade do método analitico em detetar o(s) compostos
(s) de interesse na presenca de outros componentes da
matriz.

Determina a faixa de concentracfes do composto na qual o
método pode ser aplicado, sendo os limites de detecdo
determinados pelo primeiro e dltimo valores da faixa.
Parametro que demonstra a variagéo da resposta em fungéo
da do gradiente de concentracdo do composto analisado; a
sensibilidade depende da natureza do composto e da
técnica de detecdo utilizada.

Valores que indicam a capacidade de detecdo e
quantificacdo do método; este parametro é determinado
pelos limites inferiores da curva de calibragéo.

Avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos duma
série de medidas da uma mesma amostra; os resultados sdo
validados por métodos de repetibilidade e de
reprodutibilidade.

Valor obtido em relacdo ao valor verdadeiro esperado ou
estipulado, de acordo com as condigdes padronizadas.
Parametro que mede a sensibilidade do método, face a
pequenas varia¢es. Um método diz-se robusto se revelar
praticamente insensivel a pequenas variacGes que possam
ocorrer quando esse esta sendo executado. [38]

Expressa a concordancia de valores obtidos quando sdo
introduzidas variacdes aleatorias nas condicoes
experimentais do método.
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Anexo 11.8. - Reagentes e solventes utilizados no HPLC

Reagente
Reagente
Reagente
Reagente
Reagente
Reagente
Reagente
Reagente
Reagente
Reagente
Reagente
Padréo

Padrdo

Padrao
interno

Designacgéao

Acetonitrilo
Cloroférmio
Metanol
Acido acético

Acido trifloro acético
Dihidrogenio fosfato de sddio
Acido orto fosforico

Acido per cloridrico

Acetato de aménia

Acido hidrocloridrico

Acido tartarico

Lumefantrina (LF)

artemeter (ART)

Halofantrina (IS)

Fornecedor
VWR
VWR
VWR
Sigma-Aldrich
VWR
VWR
VWR
ViaAthena
VWR
VWR
VWR
VWR

VWR

Sigma-Aldrich

Referéncia
83.639.320
83.626.290
20.864.320

695092-2.5L
8.082.600.100
26.936.293
153154D
96.530.500
21.200.297
20.252.335
8.433.770.100
USPH1370746

CAYM11815-1

H9414-50MG
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Anexo 1V.1. Eficacia terapéutica da combinacédo em diferentes paises da regido africana.
Fonte: WHO Global report on antimalarial drug efficacy and drug resistance: 2000-2010.

Periodo de Taxas de faléncia terapéutica
estudos S Média Minima Maéxima

Angola 2013 - 2013 2 7.2 2.7 11.7
Angola 2015 3 10.4 0.0 24

Benim 2005 - 2011 6 0.8 0.0 6.5

Burquina Faso 2005 - 2012 9 6.2 0.0 125
Camardes 2006 - 2013 12 1.9 0.0 5.0
R. Centro Africana 2008 - 2010 2 3.8 0.0 7.6
Congo 2006 - 2014 3 2.8 0.0 3.6
Cote d’Ivoire 2005 - 2014 12 15 0.0 7.4
R.D. Congo 2005 - 2013 15 1.6 0.0 9.2

Etidpia 2006 - 2013 18 12 0.0 7.5
Gabdo 2007 - 2015 3 1.4 0.0 5.7

Gana 2005 - 2013 13 1.7 0.0 13.8
Gambia 2007 -2013 7 0 1,6 11,9
Guiné Bissau 2006 - 2008 1 3.6 3.6 3.6
Quénia 2005 - 2011 16 1.7 0.0 6.6
Malawi 2005 - 2012 8 4.5 0.0 195
Mocambique 2005 - 2012 9 3.1 0.0 5.8
Nigéria 2005 - 2011 17 2.3 0.0 12.7
Zambia 2005 - 2012 12 0.0 0.0 6.7
Zimbabwe 2006 - 2014 34 2.2 0.0 143
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Anexo 1V.2. Frequéncias genotipicas dos SNP’s analisados, encontradas em diferentes estudos realizados em Angola e noutros paises

Frequéncias Genotipicas

Pfmdrl Pfatp6 Pfk13
Autor / ano 2o
D1246Y copias S769N Y493H R539T 1543T  C580Y
Wit Wit wt Wit

Presente estudo 103 734 18,1 8,5 99,0 1,0 100 0 100 100 100 100
Pinheiro, 2003 15 27 73 100 0
Figueiredo, Luanda, 2007 245 29 61 10
Menegon et al, Uige, 2004 66 32 36 32 100 0
Gama et al, Luanda, 2007 114 61 11 21 100 0
Fancony et al, Bengo, 2010 541 68 17 15
Ngane et al, Benguela, 2010/2011 54 35 48 17 98.2 18
Plucinski et al, Uige e Zaire, 2013 25 100 100 100 100
Escobar et al, 2003-2010 100 100 100 100 100
Africa de Leste 223 42 34 14 45 o5 2
Africa de Oeste 1?2 37 44 19 77 11 NA
Asia e Oceania 226 71 0 39 87 0 50
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Anexo IV.3. Frequéncias alélicas dos SNP’s analisados e comparacéo com a resposta terapéutica a AL.

Treatment pfmdrl
pfmdrl 86 pfmdrl 1246 pfatp6 769 o
outcome >copias
86Y D1246 1246Y S769 769N
13%
74.1% 17.6% 8.2% 99% 1% 100% 100%
ACPR 0 0 (n=12/92)
(n=63) (n=15) (n=7) (n=88) (n=1) (n=93) (n=12)
11%
Treatment 66.6% 22.2% 11.1% 100 100% 100%
) 0 0 0 (n=1/9)
failure (n=6) (n=2) (n=1) (n=7) (n=10) (n=9)
Total (n) 69 17 8 95 1 103 0 21 0 13
5<0.05 X2=0,117, X2=0,163, X2=0,177, X2=0,003, X2=0,000, X2=0,117, X2=0,029,
< 1
p=0,732 p=0,686 p=0,676 p=0,960 p=1 p=0,732 p=0,865
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Anexo 1V.4. Frequéncias de genotipos dos SNP’s analisados, em diferentes paises.

SNP / frequéncia alélica

MDR1 CYP3A4 CYP3A5 CYP1Al CPY1B1 CYP2C8

3435TT 129TT *1B *2 *3 *2B *3 *5  *2 *3

Africanos

33

Caucasianos

82-95

Asiaticos

75

Neste estudo

12,9

10,6

71,7 0

14,3 12

248 4,6

183 05 10

Angola

Argélia

Africa do Sul

Burkina Faso

Cameron

15

Congo

Etiopia

39

Gana

17

Guiné Bissau

Quénia

Mali

247

Marco

Mocambique

16

Namibia

49

Nigéria

6 247

Tanzania

1,2

14

Uganda

Senegal

22

Sudao

Zambia

39

Zanzibar

2,4

14

22 06

Zimbabwe
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Anexo IV.5. Associacdo entre as frequéncias genotipicas dos SNP’s analisados e as parasitémia no D3

(f%; 1C 95%)

Gene/SNP PCR positivo D3 PCR negativo D3

Tipo selvagem Heterozigotico Mutante Tipo selvagem Heterozigotico Mutante

CYP3A4*LR 3/48 14/48 31/48 8/49 21/49 20/49
(62:1,6-18,2) (20,2; 17,4-44,3) (64,6;440-7,75)  (0.163;0.078-0.302)  (42,9: 29,1-57,7) (40,8; 27,0-55,8)
CYP3A4*2 ‘(‘fé‘(‘f; 0 0 53/53 (100) 0 0
CYP3AS, 35/44 844 144 2.3 011 7.4 28/39 8/39 3/39
6986A>G (79.5: 72,6 -85,8) (41,1; 29,4 -55,6) 30,117, (71,7: 62,5 -79,9) (20,5; 13,3 -28,9) (7.7: 3.9 -15.2)
34/47 9/47 4147 41/51 7/51 3/51
MDRI, 3435C>T  (72,3557,1-839) (19,2: 9,7-33,7) (8,5:2,8-21,3) (80.4; 66,5-89,7) (13.7: 6,2-26,9) (5.9; 1,5-17,2
38/47 8/47 1/47 41/51 10/51 (19,6; 13,2-
MDR1, -129T>C (50,8, 72,1-87,6) (17;10,8-25,6) @1 (80,4; 71,0-86,7) 29,0) 0551 (@)
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Anexo IV.6. Estudo da associacdo das frequéncias genotipicas do SNP’s analisados e a recorréncia no periodo de seguimento (28 dias)

\
f%; | 0%
Gene/SNP 2, (G )
Sem recorréncia Parasitémia recorrente
Tipo selvagem  Heterozigotico Mutante Tipo selvagem  Heterozigotico Mutante

CYP3A4*1B 8/71 37/71 26/71 3/28 10/28 15/28

(11,3; 5,3-21,5) (52,1; 40,0-64,0) (36,6;25,8-49,0) (10,7; 2,8-29,4) (35,7; 19,3-55,9) (53,6; 34,2-72,0)
CYP3A4*2 74/74 0 0 29/29 0 0

(100) (100)

CYP3A5*3 46/59 11/59 2/59 17/25 6/25 2/25

(78,0; 65,3-87,7) (18,6; 9,7-30,9) (3,4;0,4-11,7) (68,0; 46,5-85,1) (24,0; 9,4-45,1) (8,0; 1,0-26,0)
MDR1, 3435C>T 60/72* 10/72* 2/72* 17/29* 6/29* 6/29*

(83,3; 72,3-90,7) (7,7;7,2-24,5) (2,8;0,5-10,6) (58,6; 39,1-76,0) (20,7; 8,7-40,3) (20,7; 8,7-40,3)
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