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RESUMO

A maléria é uma doenca provocada por um parasita protozoario do género Plasmodium,
transmitido por mosquitos fémea do género Anopheles que pode provocar diversas
complicagdes, e em inimeros casos levar mesmo a morte. Constata-se maior prevaléncia
nos continentes Africano, Asiatico e Sul-americano, chegando mesmo a atingir cerca de
216 milhdes de casos e 655 mil mortes a nivel mundial. Entre as cinco espécies de
Plasmodium que causam malédria humana, a mais mortal é a espécie Plasmodium
falciparum.

O impacto desta doenca e a elevada mortalidade, fazem com que seja considerada uma
das maiores forgas seletivas da evolucdo da histdria recente da humanidade. Por este
motivo, as variantes de determinados genes conferem ao seu portador uma resisténcia a
malaria ou sintomas atenuados; e isto tem sido conservado ao longo dos tempos.

Foram encontrados varios genes que aparentam desempenhar esta funcdo, dos quais
encontram-se alguns que regulam a producdo de enzimas como no caso da PKLR
(pyruvate kinase liver red cells).

O presente trabalho tem como objetivo estudar o efeito da deficiéncia em piruvato cinase
(PK) no desenvolvimento parasitario, medindo a invasdo e maturacdo do parasita em
culturas in vitro de P. falciparum em eritrocitos normais e com adi¢do de Fluoreto de
Sédio (NaF) e 2,3-Difosfoglicerato (2,3-DPG), assim como a suscetibilidade dos
parasitas na presenca destes compostos.

O parasita durante o seu desenvolvimento intraeritrocitario depende Udnica e
exclusivamente dos nutrientes fornecidos pelos eritrocitos, fazendo deste a sua principal
fonte de nutrientes e a realizacdo do metabolismo. Segundo os resultados obtidos neste
trabalho, pela adicdo do NaF e consequente diminuicdo de ATP, necesséria para 0 seu
desenvolvimento, verificou-se redugéo principalmente na invaséo.

Os ensaios de suscetibilidade permitiram determinar a concentracdo necessaria do
composto para inibir 50% dos parasitas (IC50), sendo que para a estirpe sensivel (3D7)
foi necessaria uma concentracdo de pelo menos 1mM e para a estirpe resistente (Dd2)
2mM.

Em relacdo ao ensaio de invasdo e maturacdo verificamos novamente que o NaF tem
influéncia sobre o desenvolvimento parasitario, visto que as hemacias parasitadas sem
adicdo do composto (controlo), tiveram um pico de parasitémia maior quando
comparadas com as hemacias suplementadas com o NaF. Este aumento na parasitémia do
controlo reflete a invasdo das hemacias por novos parasitas, a diminuicdo demonstra o
periodo de maturacdo, e como h& maior consumo de hemacias sem reposi¢do de novas,
0s parasitas morrem no ciclo seguinte.



ABSTRACT

Malaria is caused by a protozoan parasite of the genus Plasmodium, transmitted by female
mosquitoes of the genus Anopheles, which may be severe and even lethal. Malaria is more
prevalent in the African, Asian and South-American continents and, each year is
responsible by around 216 million cases and 655 thousand deaths worldwide. Among the
five Plasmodium species that may infect humans, Plasmodium falciparum is the most
lethal.

The high impact and mortality of malaria have made of malaria one of the strongest
selective forces acting on the recent evolution of Man selecting genetic variants that
confer resistance against the disease, such as those that code enzymes as PKLR (pyruvate
kinase liver red cells).

The present work aims at studying the effect of the pyruvate kinase deficiency on the
parasite development in in vitro cultures of P. falciparum, assessing the invasion and
maturation of parasite in normal erythrocytes and in cultures supplemented with sodium
fluoride (NaF) and 2,3-Diphosphoglycerate (2,3-DPG) as well as its susceptibility to both
compounds.

During its intraerythrocytic development, parasite depends almost exclusively on the host
cell to obtain nutrients and energy for its metabolism. In this work, the addition of NaF
and subsequent ATP decrease, seemed to mainly affect the parasite invasion.

The susceptibility assays allowed to determine the concentration needed to inhibit the
growth of parasite by 50%, being 1mM for the chloroquine-sensitive 3D7 clone and 2mM
for the chloroquine-resistant Dd2 clone.

Regarding invasion and maturation assays, results also showed that NaF affected parasite
development as parasitaemias were highest in control red blood cells (RBC) than in RBC
supplement with NaF. This increase in parasitaemia of control reflects the RBC invasion
while the decrease reflects the parasite maturation, as there is more parasitized RBC
without addition of new ones, which leads to the parasite death in the next cycle.



INTRODUCAO
1. MALARIA

A maléria é causada pela infegdo dos glébulos vermelhos, por parasitas protozoéarios do
género Plasmodium, familia Plasmodiidae, ordem Haemosporida, classe Hematozoa, filo
Apicomplexa, os quais sdo transmitidos aos humanos por mosquitos fémea do género
Anopheles infetadas durante a sua refei¢do sanguinea (Ayala et al., 1998; Carter, 2002).

Esta doenca caracteriza-se por causar febres intermitentes que, dependendo das espécies
de plasmodio (Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale)
designado também por maléria tercd, ocorrem a cada 3 dias e a espécie (Plasmodium
malariae) com a designagdo de malaria quart, ocorre a cada 4 dias dores de cabeca, dores
no corpo, anemia, ictericia e inchaco do figado e baco. No caso da maléria cerebral, o
parasita pode também comprometer progressivamente o sistema nervoso central. O
tratamento da malaria € complexo, longo e muitas vezes ineficaz devido a reinfecdo do
paciente, fendbmeno muito comum em regides endémicas. Isto acontece porque muitas
das estratégias conhecidas eficazes para o combate a esta doenca sdo pouco acessiveis
nos paises endémicos, como a educagdo da populacdo de risco, a quimioterapia eficiente,
o controlo do vetor por meio de inseticidas e 0 uso de mosquiteiros impregnados com
inseticidas para evitar o contato mosquito-hospedeiro (Soares, 1998).

A malaria é classificada como endémica, numa area onde ocorra uma incidéncia constante
de casos ao longo de varios anos consecutivos, e epidémica, quando ocorre agravamento
subito, ocasional ou periddico da incidéncia de casos. O indicador da endemicidade da
malaria numa regido pode ser definido com base no indice esplénico, estimado pela
proporcao de criangas dos 2 aos 9 anos com baco hipertrofiado ou de acordo com a taxa
parasitaria (proporc¢do de infecBes existentes numa populacdo numa determinada altura)
(Mendis, et al. 2009). Sendo assim, a malaria manifesta-se como:

Infecdo malarica assintomatica (Ass): Segundo a Organizacdo Mundial da Saude
(WHO), é classificada como assintomatica uma infecdo malarica que apresente
parasitémia confirmada laboratorialmente para qualquer espécie de Plasmodium, com
auséncia de febre e de outros sintomas indicadores de malaria (WHO, 2007).

Apesar de ser elevada a quantidade de estudos sobre a gravidade clinica da doenca, as
infecGes assintométicas de maléaria ndo estdo ainda bem compreendidas. O maior
obstaculo no estudo destas infecdes € a caréncia de um critério de diagnostico
padronizado.

Infecdo malarica ndo — grave (NG): Considera-se uma infecdo ndo-grave quando o
doente apresenta parasitémia para qualquer espécie de Plasmodium, febre (temperatura
axilar > 37,5°C) e um nivel de hemoglobina de Hb>5 g/dL.



Infecdo malarica grave (G): Considera-se uma infecdo grave quando o doente apresenta
parasitémia para qualquer espécie de Plasmodium, febre (temperatura axilar > 37,5°C),
nivel de hemoglobina de Hb < 5 g/dL e/ou outros sintomas, (Currie, 2000). Como
manifestacOes graves da doenca, no caso de P. falciparum destacam-se os quadros de
malaria cerebral, prostracdo ou convulsdes, coma, anemia severa da maléria, disfungéo
multiorganica (hepatico-renal), acidose metabdlica e sindrome de stresse respiratorio do
adulto (Farrar et al., 2013).

Malaria cerebral- Apresenta além dos sinais acima referidos, edema, convulsdes,
delirio, coma, anemia hemolitica, edema pulmonar agudo, insuficiéncia renal aguda,
hepatopatia aguda, disturbios do equilibrio hidroeletrolitico, hipoglicemia, disritmias
cardiacas e alteracGes gastrointestinais, como diarreia e hemorragia (Penna, et al., 1998).

Anemia grave- Trata-se de uma manifestagcdo frequente e precoce da malaria, a qual
ocorre devido a multiplos fatores, incluindo destruicdo ou sequestro dos eritrocitos,
alteracdo da eritropoese. A anemia da maléria grave é definida como hematocrito <a 15%
ou concentragdo de hemoglobina < a 5g/dl. Contudo, em &reas com condicBes de
transmissédo diferentes das africanas, essa definicdo € pouco apropriada, sendo a anemia
da maléria definida como a reducdo da hemoglobina ou do hematdcrito abaixo dos niveis
esperados por idade, sexo e condicdo na presenca de Plasmodium spp. (Neves, et al.,
2005).

1.1 HISTORIA DA DOENGA

A maléria é uma doenca milenar que tem colocado muitos desafios a comunidade
cientifica ndo s6 no que diz respeito a erradicacdo mas também no que concerne a
implementacao de programas que visam a luta sustentavel, principalmente em paises em
vias de desenvolvimento. Atinge principalmente as criancas de idade inferior a cinco
anos, gestantes e individuos ndo imunes. E uma parasitose que afeta as regides tropicais
e subtropicais, sobretudo na Africa Subsariana onde as condicbes sanitarias e o clima
favorecem o desenvolvimento do vetor e a disseminagdo da doenga. (Ferrar, et al.,2013).

A malaria foi primeiramente citada na era pré-Cristda, por Hipdcrates. Foi ele quem
descreveu as suas caracteristicas de ocorréncia sazonal e de febre com padrdo paroxistico
e intermitente. Entretanto, foi somente no inicio do século XIX que o termo maléria teve
origem. Escritores italianos defendiam a tese de que a doenga era causada por vapores
prejudiciais exalados dos pantanos tiberianos, designando-a "mal aria", cujo sentido
literal € "mau ar". Apenas em 1880, um médico francés, Charles Louis Alphonse Laveran,
conseguiu observar microrganismos vivos em movimento ao examinar, a fresco, o sangue
de um paciente com malaria. A descoberta de que a malaria era uma hemoparasitose foi
posteriormente confirmada por Gerhardt, em 1884, que conseguiu reproduzir a doenca a
partir de transfusdo de sangue infetado. Em 1885, Golgi et al. descreveram o ciclo
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assexuado do parasita (por isso denominado ciclo de Golgi) e, em 1891, a morfologia dos
parasitas sanguineos foi demonstrada através do método de esfregacos corados. A
transmissdo, no entanto, s6 foi conhecida numa sucessdo de descobertas. Em 1894,
Manson, ao estudar a transmissdo de Wuchereria bancrofti por mosquitos, aventou a
hipdtese de que os mesmos poderiam ser os transmissores da malaria. Ronald Ross, em
1897, trabalhando na india, descobriu oocistos no estdmago de mosquitos que se haviam
alimentado sobre um paciente com malaria. Esses estudos permitiram que 0s
pesquisadores italianos Grassi, Bastianelli e Bignami, em 1898 e 1899, tivessem a alegria
de descobrir o desenvolvimento completo das trés espécies de plasmodio humano em
anofelinos (Neves, et al., 2005).

Em 1902, Ronald Ross foi premiado com o Prémio Nobel, por ter sido o primeiro
investigador a reconhecer o papel do mosquito na transmissdo da malaria ao identificar o
ciclo esporogonico no mosquito (Ndncio, et al., 2014).

Apesar de atualmente a malaria ser essencialmente endémica na América do Sul, Africa
e Asia, também ja foi endémica no sul da Europa e da América do Norte, s6 tendo sido
eliminada ap6s o final da 2% Guerra Mundial (Hedrick, 2011). Na Europa, segundo o
relatdrio anual de vigilancia epidemiolégica do European Centre for Disease Prevention
and Control (ECDC, 2013) nos estados membros da Unido Europeia a transmissédo da
malaria é inexistente desde 1975, embora o vetor permaneca presente, tendo sido
reportados em 2010 mais de 6700 casos importados pelos 26 estados membros da Unido
Europeia. Portugal, segundo o relatério deste mesmo ano do ECDC Annual
epidemiological report, reportou 246 casos importados entre 2007 e 2011 (Moody, 2002).

1.2 DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

A maléria ocorre em paises tropicais e subtropicais (figura 1). Os continentes Americano,
Africano e Asiatico sdo os mais afetados com a malaria a nivel mundial, sendo o
continente Africano com a espécie mais grave do parasita. (WHO, 2011). Na Africa,
predomina a espécie P. falciparum, enquanto que P. vivax é mais comum na parte central
da América do Sul, Africa do Norte, Oriente Médio e subcontinente indiano. A
prevaléncia de ambas espécies é aproximadamente igual em outras partes da América do
Sul, Sudeste da Asia e da Oceania. P. vivax é raro na Africa Ocidental (mas é comum no
Corno de Africa), enquanto que P. ovale é comum apenas na Africa Ocidental.
Plasmodium malariae € encontrada na maioria das areas, mas € relativamente incomum
fora da Africa (White, 2011; Ferrar, et al.,2013).

O continente Africano além de apresentar um clima favoravel ao desenvolvimento do
vetor e do parasita, apresenta também outros fatores preponderantes que acentuam a
incidéncia desta patologia, assim como a distribuicdo geogréfica das vérias espécies de
Plasmodium spp. De entre os casos de malaria ocorridos em 2015 a nivel mundial, 88%
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foi em Africana, 10% no Sudoeste Asiatico e 2% no Mediterrineo Oriental. A transmissdo

da doenca nas 4reas endémicas, encontra-se associada a varidveis humanas, como a

idade, o género e as condi¢cdes econdmicas. Estima-se que 90% de todas as mortes por
maldria ocorre em criangas com idade inferior a 5 anos (WHO, 2015).

A malaria ja foi endémica na Europa, mas segundo a OMS € a primeira regido no mundo
a interromper a transmissdo da malaria, fazendo cair o nimero de casos autdctones de 90
mil para zero em 20 anos, atingindo assim a meta de erradicacdo em 2015
(http://www.euro.who.int/en/media-centre/sections/press-releases/2016/04/from-over-
90-000-cases-to-zero-in-two-decades-the-european-region-is-malaria-free, tltimo acesso
em 11-01-2017).
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Fig.1 - Distribuicdo Geogréafica da Maléaria (adaptado de Global Health Sciences, Global Health Group,
2015).

Até 0 ano 2000 havia 106 paises e territdrios com transmissdo ativa de malaria; mas no
final de 2015, esta continua a ocorrer somente em 95 paises (WHO, 2015).

1.3 CICLO DE VIDA

O ciclo de vida deste parasita é heteroxeno, sendo assim necessario dois hospedeiros para
o completar (figura 2). Um deles o vetor, mosquito fémea do género Anopheles, é o
hospedeiro definitivo onde se d& a reproducdo sexuada (esporogonia). O outro, 0 homem
ou outro vertebrado, é o hospedeiro intermediario, onde ocorre a reproducdo assexuada
(esquizogonia).
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Fig. 2 - Ciclo de vida do Plasmodium [adaptado do Centers for Disease Control and Prevention (CDC)].

Ao alimentar-se de sangue, 0s esporozoitos infetantes sdo inoculados no homem pelo
inseto vetor o que da origem a infecdo. Na maioria dos casos, poucos esporozoitos sao
injetados (aproximadamente 8-15), mas este nimero pode ascender a mais de 100. Estes
permanecem na circulagao por pouco tempo, invadem os hepatécitos, diferenciam-se em
trofozoitos préeritrocitarios que se multiplicam por reproducdo assexuada do tipo
esquizogonia, dando origem aos esquizontes teciduais e posteriormente a milhares de
merozoitos que invadirdo os eritrocitos (esta fase é assintomatica para o hospedeiro
humano) (Ndncio, et al., 2014). Na circulagcdo sanguinea, 0S merozoitos penetram nos
eritrocitos através de interacbes especificas entre proteinas presentes na superficie dos
parasitas e recetores presentes na superficie destas células, dando inicio a fase eritrocitaria
do ciclo, que é responsavel pela sintomatologia clinica da doenca (Coatney, et al., 1971).
Apobs a invasdo destes transformam-se em trofozoitos jovens e posteriormente em
trofozoitos maduros; no interior do eritrdcito o parasita consome 75% da hemoglobina,
presente numa concentracdo de 340 mg/ml, servindo como um nutriente rico e fonte de
metabolismo para o parasita (Morrison & Jeskey, 1948; Loria, et al., 1999). O

desenvolvimento intraeritrocitario do parasita da-se por esquizogonia, com consequente
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formacéo de esquizontes dando origem aos merozoitos que invadirdo novos eritrocitos.
Depois de algumas geracdes de merozoitos sanguineos, ocorre a diferenciacdo em
estagios sexuados (0s gametocitos). Somente 0s gametdcitos serdo capazes de evoluir no
inseto, apds a sua refeicdo sanguinea num individuo infetado, dando origem ao ciclo
sexuado ou esporogonico. O gametdcito masculino, por um processo denominado
exflagelacdo, dé origem a oito microgdmetas e o gametdcito feminino transforma-se em
macrogameta. Cada microgdmeta fecundara um macrogadmeta, formando o ovo ou zigoto
que é movel (oocineto) e atinge a parede do intestino médio, se encista na camada epitelial
basal, passando a ser chamado oocisto. Inicia- se entdo o processo de divisdo
esporogbnica e, apo6s a rutura da parede do oocisto, 0s esporozoitos formados sdo
libertados e atingirdo as células das glandulas salivares do mosquito (Penna, et al., 1998;
Cowman, 2012; Farrar, et al., 2014).

1.3.1 Morfologia do parasita

Os plasmadios variam consoante a espécie, em tamanho, forma e aparéncia, de acordo
com o seu estagio de desenvolvimento (figura 3) e com suas caracteristicas especificas.
As formas evolutivas extracelulares, capazes de invadir as células hospedeiras
(esporozoitos, merozoitos e oocineto), possuem um complexo apical formado por
organelos conhecidos como roptrias e micronemas, diretamente envolvidas no processo
de interiorizacdo celular. O parasita apresenta nestas formas uma membrana externa
simples e outra interna dupla observada pela microscopia eletrénica que é fenestrada e
incompleta, principalmente na extremidade anterior, onde esta localizado o complexo
apical. Este esta ausente nas formas intracelulares (trofozoitos, esquizontes e

gametdcitos).

Esporozoito- é alongado, medindo cerca de 11um de comprimento por 1 um de largura e
apresenta ndcleo central Unico. A sua estrutura interna € semelhante nas diferentes
especies de plasmodio. A membrana é formada por duas camadas sendo a mais externa
formada principalmente pela proteina circunsporozoitica, (CS), a qual participa em

diversas interagdes celulares durante o ciclo de vida do parasita.

Forma exoeritrocitaria- apos a penetracdo do esporozoito ao atingir os hepatécitos, ocorre a
perda dos organelos do complexo apical e o parasita toma a forma arredondada. Esta forma
¢ chamada trofozoito e ap0s sucessivas divisdes celulares dara origem ao esquizonte

composto por uma massa citoplasmatica e posteriormente ntcleos filhos (merozoitos). O ndmero de
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merozoitos formados varia entre as especies de plasmodios humanos mas é em geral

acima de 100.000 parasitas.

Merozoitos- independente da sua origem, préeritrocitaria ou sanguinea, sdo celulas
similares e capazes de invadir somente heméacias. Os merozoitos sdo menores e mais
arredondados do que os esporozoitos, com 1 a 5 um de comprimento por 2 um de
didmetro com uma membrana externa composta por trés camadas. O processo de invaséo
de merozoitos envolve uma sequéncia complexa de eventos que inclui a fixacdo a
superficie do eritrocito, reorientacdo, formacdo apertada-juncdo e, finalmente, a
internalizacdo (Sibley, 2004; Ndncio, et al., 2014).

Formas eritrocitarias- compreendem os estagios de trofozoitos jovens, trofozoitos

maduros, esquizontes e gametocitos.

Microgameta- (gameta masculino) é uma célula flagelada originaria do processo de
exflagelacdo no estbmago do mosquito, apresenta de 20 a 25 um de comprimento, sendo

constituida de uma membrana que envolve o nacleo e um dnico flagelo.

Macrogameta- (gameta feminino), célula que apresenta uma estrutura proeminente na

superficie, por onde se da a penetracdo do microgameta (fecundacéo).

Oocineto- tem a forma alongada de aspeto vermiforme, moével, com o comprimento entre

10-20um de comprimento, contendo nucleo volumoso e excéntrico.

Oocisto- estrutura esférica com 40-80um. Apresenta granulos pigmentados no seu
interior, 0s quais tém carateristicas de cor e distribuicdo que varia entre as espécies.
(Neves, et al., 2005).
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Fig. 3 - Morfologia do parasita (esporozoito A e merozoito B), desenho esquematico das principais
estruturas Ro: roptrias; Ap: anel polar, Ct: citésfoma; N: nicleo; Mt: mitocéndria; adaptado do Centers for

Disease Control and Prevention (CDC)

1.4 DIVERSIDADE DA ESPECIE

A maléaria nos humanos é causada por cinco espécies de protozoarios do género
Plasmodium e transmitida pelos mosquitos fémeas do género Anopheles. De entre as
aproximadamente 100 espécies desses protozoarios apenas cinco espécies Ssao
responsaveis por infetar seres humanos: P. falciparum (Welch, 1987); P. ovale (Stephens,
1922); P. vivax (Grassi & Feletti, 1890); P. malariae (Laveran, 1881) e Plasmodium
knowlesi (Sinton & Mulligan, 1932) sendo a espécie P. falciparum a mais perigosa por
causar formas graves de malaria, que na maioria dos casos levam a morte (Soares, 1998).

Deste modo, tem-se: a malaria por P. falciparum, também conhecida como malaria grave
ou “tercd” maligna que ocorre principalmente na Africa subsaariana, mas também esta
presente em todas as regides tropicais do mundo; esta tem um periodo de incubacéo de 1
a 3 semanas (média de 12 dias).

A malaria por P. vivax, chamada de malaria benigna, muito comum na América do Sul e
que também é a forma de malaria mais largamente distribuida e observada em regides
temperadas do mundo; também conhecida como "ter¢d" benigna, pois € caracterizada pela
intermiténcia dos ataques paroxisticos da doenca provenientes da infecdo eritrocitéria que
ocorrem a cada 3 dias, é a forma de malaria mais frequente no Brasil, tendo um periodo

de incubacdo de 1 a 4 semanas (media de 2 semanas).



A maléria por P. malarie é a forma "quartd" da doenca, tem a mesma distribuicdo
geogréfica de P. falciparum embora seja muito menos prevalente e ocorra em zonas mais
restritas; apresenta uma intermiténcia a cada 4 dias e um periodo de incubacéo de 2 a 4
semanas (média de 3 semanas). Além dos sintomas gerais, esta forma da doenca pode
também causar nefrites.

A malaria por P. ovale tem um periodo de incubacao de 9 a 18 dias (média de 14 dias) e
é basicamente uma forma terca da doenca, que ocorre quase exclusivamente na Africa.

As espécies P. vivax e P. ovale séo caracterizadas por apresentarem relapsos ou recidivas,
que ocorrem quando reaparecem sintomas mesmo apos os parasitas terem sido eliminados
do sangue, devido a persisténcia de populacdes de hipnozoitos dormentes nas células do
figado (Warrel & Gilles 2002; WHO, 2010).

A espécie P. knowlesi infeta normalmente macacos (Macaca fascicularis) e é encontrada
principalmente em paises do Sudeste Asiatico, tem um periodo incubacdo de
aproximadamente 11 dias (Ng et al., 2008; Vythilingam et al., 2008).

1.5 EPIDEMIOLOGIA

A malaria é uma doenca que ocorre nas regides tropicais e subtropicais do mundo. A sua
transmissdo nas areas endémicas, encontra-se associada a varidveis humanas, como a
idade, 0 género e as condi¢bes econdmicas; a variaveis de lugar, como o local onde a
pessoa se encontra; e a variavel temporal, em que a maior e menor intensidade das picadas
infetantes, encontram-se dependente dos diferentes periodos do ano e do dia (Nelson &
Williams, 2007), aumentando ou diminuindo, respetivamente, o risco de transmissdo da
doenca.

Entretanto sua distribuicdo nessas regides ndo é homogénea, podendo ser endémica ou
epidémica. As condicOes 6timas para a transmissao sdo alta humidade e uma temperatura
ambiente entre 20 e 30°C. A epidemiologia da malaria é complexa e pode variar
consideravelmente mesmo dentro de areas geograficas relativamente pequenas (Neves, et
al., 2005).

O impacto da malaria na saude e no desenvolvimento econdémico das popula¢des humanas
¢ maior nas regides tropicais e subtropicais. A WHO estimou no ano 2000, que
ocorressem, anualmente, entre 300 e 500 milhdes de novos casos clinicos e 2,7 milhdes
de mortes. A maioria destes casos ocorreram em Africa (85%), onde 98% dos casos foram
causados por P. falciparum. De acordo com as Gltimas estimativas, 198 milhdes de casos
de maléria ocorreram globalmente em 2013 e que a doenga levou a 584 000 mortes
(intervalo de incerteza de 367 000-755 000), o que representa uma diminui¢do na
incidéncia de casos de maléria e das taxas de mortalidade de 30% e 47% respetivamente
desde 2000. Na Regido Africana da WHO, estima-se que 90% de todas as mortes por
malaria ocorre em criangas com idade inferior a 5 anos (WHO, 2014).



Segundo a WHO, em 2015, a Regido Africana foi responsavel pela maioria dos casos
mundiais de malaria (88%), seguida pela Regido da Asia do Sudeste (10%) e da Regido
do Mediterraneo Oriental (2%) e havia uma estimativa de 438 000 mortes por maléria
(variagdo de 236 000-635 000) em todo mundo. A maioria dessas mortes ocorreu na
Regifo Africana (96%), seguida pela Regido da Asia do Sudeste (7%) e da Regido do
Mediterraneo oriental (2%) (WHO, 2015).

1.6 MANIFESTACAO CLINICA

Apenas o ciclo eritrocitario assexuado € responsédvel pelas manifestaces clinicas e
patologia da malaria. A passagem do parasita pelo figado (ciclo exoeritrocitario) ndo
apresenta sintomas. O periodo de incubacdo varia de acordo com a espécie e a
manifestacdo sintomatica inicial € caraterizada por mau estar, cefaleia, cansaco, mialgia,
e geralmente precede a classica febre da maldria. Em muitas outras infecGes estas
manifestacdes sdo comuns ndo permitindo assim um diagndstico seguro.

O ataque paroxistico agudo (acesso malarico) coincidente com a rotura das hemaécias ao
final da esquizogonia, é geralmente acompanhado de calafrios e sudorese. Esta fase dura
de 15min a 1h sendo seguida por uma fase febril, com temperatura corporal que pode
atingir 41°C ou mais. Ap6s um periodo de duas a seis horas, ocorre defervescéncia da
febre e o paciente apresenta sudorese profusa e fraqueza intensa. Depois de algumas
horas, o0s sintomas desaparecem e o paciente sente-se melhor. Passada esta fase inicial, a
febre assume um caracter intermitente relacionado com o tempo de rutura de uma
quantidade suficiente de hemacias contendo esquizontes maduros. Desta forma a
periodicidade dos sintomas depende do tempo de duracdo dos ciclos eritrocitarios de cada
espécie de plasmodio sendo estes referidos ja anteriormente na diversidade das espécies
(terca ou quartd) (Neves, et al., 2005).

1.7 FATORES DO HOSPEDEIRO HUMANO NA SUSCETIBILIDADE/RESISTENCIA A MALARIA

Os fatores que determinam o desenvolvimento da infecdo e da doenca sdo muito
importantes e devem ser clarificados. Ha varios aspetos interligados como: a taxa de
inoculagdo do mosquito, a dose de esporozoitos, a imunidade adquirida de infecGes
anteriores, a viruléncia do parasita, os polimorfismos genéticos do hospedeiro humano, o
estado de nutricdo do individuo infetado, as condi¢cbes ambientais e 0 acesso a um
tratamento adequado e/ou eficiente. ( Snow, et al., 2005; Rowe, et al., 2006; WHO, 2008).

Sendo a malaria uma doenca infeciosa, tem sido apontada como a mais forte pressédo
seletiva na histdria recente do genoma humano, tendo contribuido para descoberta de
fatores genéticos responsaveis pela suscetibilidade / resisténcia do hospedeiro
(Kwiatkowski, 2005). A componente genética da suscetibilidade a malaria é complexa e

multigénica, estando relatada uma variedade de polimorfismos que influenciam quer a
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patogénese, quer as diferentes respostas do hospedeiro a infe¢do (Min-Oo & Gros, 2005;
Tuite & Gros, 2006; Williams, 2006). Desta forma, a imunidade, o estado de salde,
resposta inflamatoria, idade, genética e gravidez tém sido os fatores mais inerentes a
suscetibilidade / resisténcia do hospedeiro humano a malaria (Weatherall, et al., 2002).

Os fatores genéticos do hospedeiro humano ddo uma contribuicdo significativa para a
diversidade observada na maldria. Numa mesma populacédo, existe um elevado grau de
variacdo entre os individuos relativamente aos fendtipos de suscetibilidade a doenca,
tendo em conta a carga parasitaria, a incidéncia da doenca, a severidade, a magnitude, e
tipo de resposta imune aos antigénios da malaria (Riley, et al., 1990; Greenwood, 1991;
Modiano, et al., 1996).

Foram feitos estudos na Gambia com criancas gémeas (Jepson, et al 1997), no Sri-Lanka
onde o fator hereditario determina a incidéncia da sintomatologia ou ndo da infecao
(Mackinnon, et al., 2000), no Quénia a monitorizacdo da incidéncia de maléria clinica
ndo complicada (Mackinnon, et al., 2005) e em todos estes estudos estimou-se que 25%
da variacdo total era explicada pela soma dos efeitos dos genes do hospedeiro. Destes, a
hemoglobina S, fator genético de resisténcia a malaria mais conhecido e responsavel pela
anemia falciforme, explica somente 2% da variacgdo total; sugerindo assim a existéncia de
muitos genes protetores e que ainda sao desconhecidos, resultando cada um em pequenos
efeitos na populacao.

17.1 Variantes genéticas

As hemécias desempenham um papel fundamental como células hospedeiras no ciclo de
vida do parasita. Deste modo, 0s genes que afetam as estruturas e/ou funcionalidade dos
eritrocitos sdo os que apresentam maior nimero de variantes geneticas descritas e que
estdo associadas com a protecdo contra a malaria (Williams, 2006), entre elas, algumas
hemoglobinopatias, as talassémias, o sistema ABO, o antigénio Duffy, a deficiéncia em
glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) e em piruvato cinase (PK). Novas linhas de
investigacdo da malaria tém surgido para se debrucar sobre a estreita relacdo entre o
hospedeiro e o parasita, explicando por um lado a elevada abundancia de P. falciparum
em Africa e por outro lado a razio de grande parte dos individuos parasitados no
desenvolverem complicacdes de maléria severa, enquanto outros sucumbem a mesma
doenga (Wellems, 2009).

Um adulto tem a hemoglobina normal composta por duas cadeias a-globina com 141
aminoacidos e duas de B-globina com 146 aminoacidos; estas podem apresentar desordem
e serem divididas em dois grupos: num destes ha diminuicdo na producdo das formas
estruturais normais das o ou 3 -globinas, originando as o e 3 talassémias respetivamente;
na outra ha a produgdo de formas estruturais mutantes, surgindo as hemoglobinas S
(HbS), C (HbC) ou E (HbE). Apesar de terem sido identificadas centenas destas variantes
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estruturais da hemoglobina, somente estas trés apresentam frequéncias polimorficas. As
HbS e HbC sdo muito frequentes especialmente na Africa Ocidental e a HbE é comum
no Sudeste Asiatico (Weatherall, 2001; Ohashi, et al 2004). E de realcar que as cadeias
B-globina sdo codificadas por um Unico gene que se localiza no cromossoma 11; e as
cadeias a sdo codificadas por dois genes intimamente ligados ao cromossoma 16. Sendo
assim, num individuo normal diploide, existem dois loci que codificam para a cadeia J,
mas quatro que codificam para a cadeia a. As variantes sao causadas por alteragdes na
sequéncia nucleotidica do DNA, tais como: delecdes, insercdes, e mutacdes pontuais em
um dos genes estruturais da globina (Hocking, 1997).

Dentre as variantes genéticas temos as mais comuns e as menos comuns. Das mais
comuns temos a hemoglobina S (Hb S) que é a mais frequente Hb variante no homem;
ocorre como resultado de uma mutacdo pontual no gene da 3 globina, que leva a troca de
um Unico aminoacido na sexta posi¢ao da cadeia polipeptidica (p6 acido glutamico por
valina). As hemoglobinas menos comuns sao as que ocorrem com pouca frequéncia como
por exemplo as hemoglobinas D,G, J, M, F, H e outras. A maioria destas hemoglobinas
ocorre na forma heterozig6tica, sendo assintomaticas; mas a presenca de uma destas
hemoglobinas variante junto de outras hemoglobinopatias e talassémias pode resultar em
doenca grave. Estas hemoglobinas sdo geralmente detetadas quando o paciente apresenta
hipocromia, microcitose, hipoxia, eritrocitose, ou parametros hematoldgicos alterados
gue ndo podem ser explicados por deficiéncia de ferro e/ou talassemia (Harteveld et al.,
2005; Harteveld et al., 2006; Fucharoen et al., 2007; Harteveld et al., 2007a; Harteveld
et al., 2007b).

A glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) catalisa a primeira recdo da via das pentoses-
fosfato na qual se da a oxidacdo da glucose-6-fosfato a 6-fosfoglucono-3-lactona,
havendo simultaneamente a producdo do NADPH (Ruwende,1998; Mehta, 2000).

A sua deficiéncia é causada por mutacdes no gene localizado no cromossoma X (Xq28),
sendo os dois géneros afetados de forma diferente, e estd geograficamente relacionada
com a malaria (Africa e Mediterraneo). Em Africa, a frequéncia da variante denominada
A- atinge 5-25% e esse efeito de selecdo é suportado pelas baixas parasitémias presentes
em individuos deficientes em relacdo a individuos normais (Enevold et al., 2005;
Saunders et al., 2005). Os sintomas dependem do grau de deficiéncia, e 0s mais comuns
sdo: ictericia neonatal e anemia hemolitica aguda provocada pela ingestdo de farmacos
por exemplo, antiméalaricos como a primaquina ou certos alimentos como as favas, sendo
também denominada favismo. Em todo mundo cerca de 400 milhGes de pessoas sdo
afetadas por esta enzimopatia, 0 que a torna uma das mais comuns (Ruwende, 1998;
Kaneco et at.,, 1998). A codistribuicdo geogréfica referida anteriormente, pode ser
justificada pela hipotese da G6PD conferir uma protecdo parcial contra a malaria. A
deficiéncia em G6PD pode potenciar a fagocitose dos eritrocitos infetados num estado
precoce do desenvolvimento parasitario, resultante dos danos oxidativos manifestados
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nas células deficientes (Cappellini, et al.,2008). Embora o grau de protecdo conferida e
quais os individuos que usufruem dessa protecdo sejam alvo de controvérsia (Fortin,
2002; Kwiatkowisk, 2005; Min-Oo, 2005). H& diversos estudos que referem estas
controveérsias como: a ndo observacdo de evidéncias de qualquer tipo de protecdo contra
a infecdo por P. falciparum em afroamericanos e na populacdo nigeriana (Powell et al.,
1965 & Martin at al., 1979). Estando esta desordem enzimatica ligada ao cromossoma X
(Xg28), num estudo realizado com criangas também nigerianas, concluiram que apenas
as do sexo feminino, e ndo as do sexo masculino (heterozigoticas/hemizigéticos) estavam
protegidas contra a malaria (Bienzle et al.,1972; Ruwende et al.,1995). Ainda num outro
estudo realizado no Quénia e GAmbia, verificaram que o alelo G6PD A- conferia protecéo
contra a maléria severa tanto em mulheres heterozigéticas como em homens
hemizigoticos (Ruwende et al.,1995).

1.7.1.2 Deficiéncia em piruvato cinase (PK)

Na glicolise, a PK catalisa a conversdo de fosfoenolpiruvato (PEP) em piruvato com a
sintese de ATP (figura 4).
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A deficiéncia em PK encontra-se distribuida mundialmente, mas estabelecer a
prevaléncia atual da doenca tem vindo a ser bastante dificil e confuso, devido as
metodologias aplicadas (Carey et al, 2000). A doenga € transmitida de forma autossomica
recessiva. A prevaléncia da mesma é estimada com base no numero de pacientes afetados
e tende a ser substancialmente inferior a estimativa efetuada com base na prevaléncia dos
heterozigoticos na populacdo, uma vez que a mortalidade pré-natal e neonatal diminui a
frequéncia da doenca na populacdo em geral (Beutler & Gelbart, 2000b). A prevaléncia
da doenca estimada através de estudos da frequéncia do gene na populacédo branca é de
1:20.000 (Beutler & Gelbart, 2000a) e a estimada na Asia através de medigio da atividade
daPKéde0,1% a 3,12% (Feng et al, 1993; Abu-Melha et al, 2001; Yavarian et al, 2008).
Em Africa, a sua prevaléncia ainda é pouco estudada, no entanto sabe-se que a frequéncia
dos heterozigoticos é cerca de 1% a 2% nas populag¢fes da maioria dos estudos, variando
entre cerca de 0,2% e 6% (Beutler & Gelbart, 2000a, Yavarian et al, 2008; Berghout et
al, 2012).

Nos mamiferos, existem quatro isoenzimas da PK: PK-M1, PK-M2, PK-L e PK-R,
codificadas por dois genes distintos, pkm (codifica as PKM) e pklr (codifica as PKL e
PKR), expressas em tecidos diferentes. A PK-M é expressa no musculo, a PK-L é
expressa no figado, intestino delgado e cdrtex renal e a PK-R é expressa Unica e
exclusivamente nos eritrdcitos (PK-R) (Zanella, et al 2007). A deficiéncia de PK-R afeta
seriamente o metabolismo dos eritrocitos, causando a deplecdo de ATP que acaba por
conduzir a hemolise (Bianchi, 2000).

O gene pklr localiza-se no cromossoma 121 e codifica a PKL e PKR, dependendo da
accdo de promotores especificos para cada tecido; a regido codificante (574 aminoacidos)
divide-se em 12 exdes, sendo 10 deles partilhados entre as duas isoenzimas e sendo 0S
exdes 1 e 2 especificos para o eritrdcito e hepatdcito, respetivamente. As anomalias no
gene pklr podem gerar alteracdes, quer na enzima do eritrocito (PK-R), quer na enzima
do figado (PK-L), no entanto as manifestacGes clinicas encontram-se apenas associadas
a PKR, uma vez que a deficiéncia hepatica é geralmente compensada pela persisténcia da
sintese da enzima nos hepatdcitos. Nos eritrécitos isto ndo acontece, pois as células sdo
anucleadas e ndo ha sintese de nova proteina.

A deficiéncia em PK (PKD) é a segunda desordem enzimaética eritrocitaria mais comum,
estando associada a 180 mutagdes no gene pklr (Zanella, et al 2005; Durand & Coetzer,
2008a). A sua prevaléncia mundial ndo foi ainda bem estudada e embora a PKD tenha
sido relatada em todas regides do mundo onde a malaria era endemica anteriormente, ndo
se conhecem elevadas frequéncias da deficiéncia nessas areas (Zanella, et al 2005; Hay,
et al 2004); no entanto, um estudo nos Estados Unidos da América, informou que PKD
foi 2,4 vezes mais comum entre os afro-americanos do que entre 0s brancos
(Mohrenweiser, 1987).
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A deficiéncia em PK assim como a deficiéncia em G6PD, consistem em doencas
hemoliticas ndo esferociticas hereditarias. As manifestaces clinicas incluem anemias
hemoliticas crénicas de varios graus, variando de pouco severa a forma muito severa que
pode ser uma ameaca a vida, e requerem uma terapia continua de transfusdo sanguinea
sobretudo no periodo neonatal. (Zanella, 2000; Wang, et al, 2001 Zanella, et al, 2007).

A associacdo da deficiéncia em PK com a maléria foi descrita muito recentemente, onde
0 primeiro estudo sobre tal associagéo foi efetuado por Min-Oo e colaboradores em 2003.
(Min-Oo, et al, 2003). Neste estudo observaram que duas estirpes congénitas
recombinantes de ratinho eram resistentes a infecdo por Plasmodium chabaudi, e
identificaram a mutagdo 269T> A no ex&o 3 do gene pklr como indutora da resisténcia,
com significativa reducdo na parasitémia e na mortalidade apés a infecdo. J& em 2008,
foram publicados estudos comparando o crescimento de culturas in vitro de P. falciparum
em eritrocitos humanos normais e com a deficiéncia, em que tal deficiéncia reduziu a taxa
de replicacdo parasitaria nos eritrocitos e promoveu a fagocitose (Ayi, et al, 2008;
Durand, 2008), tendo-se observado uma diminui¢do na infecdo e nos eritrocitos com
deficiéncia. Poucos anos depois, foram feitos outros estudos por Alves e colaboradores
usando como amostra humana o DNA de Cabo Verde (Alves, et al, 2010). Esta mesma
equipa realizou um novo estudo populacional por meio da genotipagem dos
polimorfismos localizados no gene pKlr e regides adjacentes em diferentes grupos clinicos
de Angola e Mogambique, e individuos com deficiéncia em PK e normais de Portugal.
Com os resultados obtidos sustenta-se a hipdtese de que a malaria exerce pressdo nesta
regido especifica do genoma e fortalecem os resultados obtidos anteriormente com cultura

in vitro e com modelo de ratinho).

Funcéo da PK

A PK tem como funcdo catalisar o ultimo passo da glicolise que corresponde a
transfosforilagdo do PEP em piruvato, através da utilizacdo de ADP o que leva a sintese
de ATP, sendo esta reagdo irreversivel a nivel fisiologico como mostra a férmula
seguinte:

T4 4

PEP + Mg ADP + H™ *—" Mg.ATP + Pyruvate

Para que a reacio ocorra é necessaria a presenca de K* e Mg?* (ou Mn?*).
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O PEP e o piruvato estdo envolvidos em vérias vias biossintéticas e energéticas e como
tal, a correta regulacdo da PK é de extrema importancia ndo sé para a glicolise, mas
também para todo o metabolismo celular. Uma das principais caracteristicas do PK é a
sua resposta alostérica a diversos efetores, pelos quais podem liga-se e modificar a
atividade catalitica desta enzima, alternando assim a sua natureza quimica (Fothergill-
Gilmore, 1992; Valentini et al., 2002; Zanella et al., 2005; Zanella et al., 2007; Berghout
etal., 2012).

A producédo de ATP nos eritrocitos depende exclusivamente da glicolise, como tal a PK
desempenha um papel fundamental no metabolismo dos eritrécitos, pois catalisa um dos
dois passos de produgdo de ATP nos glébulos vermelhos. Como tal a diminuigdo da
atividade da PK tem grandes consequéncias nas fungdes celulares e na esperanca de vida
celular, uma vez que reduz a quantidade de energia produzida podendo levar a deplecédo
do ATP e consequentemente a hemdlise. Para além disso a deficiéncia em PK leva a
acumulacdo dos intermediarios glicoliticos proximos ao bloqueio metabdlico, em especial
o 2,3 difosfoglicerato (2,3-DPG, doravante designado apenas por DPG) que pode
aumentar até trés vezes e assim dificultar ainda mais o fluxo glicolitico, através da
inibicdo da hexocinase (Valentini et al., 2002; Zanella et al, 2005; Zanella et al., 2007;
Berghout et al, 2012). O DPG é um metabolito intermediério importante na via glicolitica
dos eritrocitos e € o mais abundante fosfato organico-acido-solivel nos glébulos
vermelhos. E sintetizado a partir de seus intermediarios por uma Gnica via presente nos
eritrocitos conhecida como via de Rapoport-Luebering. A producéo deste metabolito pela
enzima multifuncional bifosfoglicerato mutase (BPGM) depende das quantidades
relativas de seu precursor 1,3-DPG e da taxa de hidrolise do DPG. O efeito deste
metabolito na afinidade do oxigénio da hemoglobina (Hb) é a sua principal funcéo (Sasakt
et al., 1975, Dubey et al., 2003).

A hemoglobina normal (Hb A) no estado desoxigenado liga-se a DPG numa propor¢éo
molar de 1: 1, o que resulta numa alteragdo conformacional e numa afinidade reduzida ao
oxigénio e num fornecimento aumentado de oxigénio aos tecidos. No estado oxigenado,
a capacidade da Hb para se ligar a DPG esta diminuida e a maior parte do DPG esta no
estado livre. Como resultado, a afinidade da Hb para o oxigénio é aumentada e liga- se
mais oxigénio. A afinidade do oxigénio da hemoglobina também ¢é influenciada por
ligeiras alteracdes do pH sanguineo e a sua funcédo foi descoberta por Reinhold e Ruth
Benesch em 1967 (Benesch e Benesch, 1967).

As alteracOes nos niveis de DPG tém um papel importante na adaptacdo a hipdxia. Em
pacientes anémicos (como aqueles com PKD) a concentracéo intraeritrocitaria de DPG é
geralmente elevada, facilitando o fornecimento de oxigénio aos tecidos (Dubey et al.,
2003). A concentracdo normal de DPG nos eritrdcitos é de 3,6-5,0 mM (Asakuta et al.,
1966).
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Para além deste efeito benéfico no fornecimento de oxigénio aos tecidos, o 2,3-DPG,
quando em elevada concentracdo, tem um efeito adverso na estabilidade mecénica da
membrana dos eritrocitos. Este efeito € relatado como sendo produzido pelo aumento da
mobilidade lateral das proteinas da membrana integral e interrupgdo das ligacdes entre a
membrana celular e a rede de proteinas do citoesqueleto, em especial o complexo da
banda espetrina-actina. As concentracdes normais do ATP e do 2,3-DPG presentes nos
eritrocitos, podem enfraquecer as associagdes no citoesqueleto, mas nao dissociardo o
complexo dos locais de ligacdo a membrana (Sheetz e Casaly, 1980; van Wijk e van
Solinge, 2005).

O “desvio” para a via de Rapoport-Luebering acarreta a etapa mediada pela
fosfoglicerato-quinase (PGK) geradora de ATP, levando a um custo energético para a
célula (Van Wijk e van Solinge, 2005; Cho et al., 2008). Em eritrocitos normais esta
perda é compensada pelo ganho respiratorio através da capacidade de DPG de libertar
oxigénio para os tecidos. Para os parasitas da malaria, que dependem largamente da
glicolise anaerdbia, tal perda seria grave. Ao contrario dos eritrocitos de mamiferos, P.
falciparum ndo parece possuir uma BPGM especifica para a producdo de DPG (Roth,
1990; Mehta et al., 2005).

Portanto, é razodvel supor que o parasita ndo tem utilidade para o DPG e que um nivel
reduzido de DPG é observado em RBC parasitados (PRBCs), provavelmente devido a PK
do parasita. Em geral, esses resultados também sugerem que o DPG, quando em
concentracdo elevada, pode ser toxico para o parasita (Dubey et al., 2003; Mehta et al.,
2005). Assim, o DPG pode estar envolvido na protecdo contra a malaria, mediada pela
deficiéncia em PK visto que 0 aumento da sua concentracdo interfere com o crescimento
parasitario.

Além disso, é conhecido que a glicose pode ser impedida pela adicdo de um inibidor
competitivo da enolase como o fluoreto de sédio (NaF), simulando a PKD.

O NaF é um sal inorgénico derivado do &cido sulfidrico (HF). Trata-se de um po cristalino
branco em condi¢cdes ambientes, sollvel em &gua e parcialmente sollvel em etanol;
apresenta densidade de 2,56 g/cm3, ponto de fusdo de 993°C e ponto de ebuli¢do de
1695°C; a sua massa molar é de 41,99 g mol-I.

O NaF usado para modelar os efeitos fisioloégicos da PKD em eritrdcitos, inibe a agdo
catalisadora da enzima glicolitica enolase,

A inibicdo da enolase pela suplementagéo de NaF e o aumento da concentragdo do DPG,
impede a transformacdo de 2-fosfoglicerato a fosfoenolpiruvato, compromete assim a
geracdo de ATP nos eritrocitos (Warburg,1941; Keitt,1966) e pode funcionar como
modelo de deficiéncia de PK e mecanismo de proteg&o contra a malaria por P. falciparum
(Figura 5).
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Fig.5- Mecanismo proposto de prote¢do associada a PKD contra infe¢do parasitaria. A PKD esté associada
a niveis diminuidos de ATP nos eritrdcitos e ao aumento da producéo de 2,3-DPG. 1,3-difosfoglicerato
(1,3-DPG); 2-fosfoglicerato (2-PG); glucose-6-fosfato (G6P); glutationa (GSH); oxiemoglobina (Hb-Oy);
superdxido (O,); fosfoenolpiruvato (PEP); via pentose fosfato (PPP) (de Ayi et al., 2009).

Variantes da PK

A deficiéncia de PK nos eritrocitos, identificado no inicio dos anos 1960 (Valentine et
al., 1961), ¢ uma das mais frequentes anomalias enzimaticas da via glicolitica, em
conjunto com a classe | de deficiéncia em glucose-6-fosfato desidrogenase (Glader,
2004).

Uma nova variante de piruvato-cinase, PK Osaka, foi identificada num paciente com
anemia hemolitica por deficiéncia de PK. Por isso houve a necessidade de ser feita a
revisdo da nomenclatura das varias isoenzimas da PK (Shinohara et al, 1976), para tal,
Zanella et al., 1978), usaram um composto genético para 2 mutacGes diferentes da PK
tendo em conta as normas da Comisséo Internacional para Padronizagdo em Hematologia
(1979).

As principais mutacdes na PKD distribuem-se segundo regides e etnias. Nos Estados
Unidos da América é mais frequente a mutacdo 1529 (Arg510GIn) e representa (42%);
no norte e centro da Europa corresponde a 41%; ja no sul da Europa a mutacdo mais
frequente 1456 T, em que a Espanha representa 32%, Portugal com 35% e a Italia com
29%, sendo que no continente Asidtico a mutacdo mais comum €é 1468 T. Outras
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mutacdes frequentes na raga caucasiana sao nomeadamente a 721 T e a 994 A, (Jacobasch
& Rapoport, 1996; van Wijk & van Solinge, 2005, Zanella et al., 2007).

1.8 DIAGNOSTICO

A proporcao de casos suspeitos de malaria tem aumentado constantemente desde 2005 a
2010, a WHO recomendou que todas as pessoas com suspeita de malaria em todas as
configuracBes devem ser submetidas a testes diagndstico de malaria, quer por
microscopia ou teste de diagnostico rapido (TDR) (WHO, 2013; 2014; 1015).

De fato, recentes estudos apontam o atraso no diagnostico como fator de agravamento
dos casos de maléria, principalmente a causada por P. falciparum. (Alves, et al., 2007;
Costa, et al., 2010; CDC 2007; Parise, 2009). A possibilidade de maléria deve ser cogitada
em todo individuo que apresente quadro febril a esclarecer e histéria de deslocamento
para regides endémicas ou entrada em regido de Mata Atlantica no Brasil (Costa, et al.,
2010). Além de pensar nas viagens em associacao ao quadro de malaria por transmissédo
natural, ou seja, pela picada do mosquito Anopheles spp., deve-se também suspeitar da
possibilidade em casos de hemotransfusdo, transplante de 6rgdos ou acidentes com
material perfurante ou cortante. Para o diagnostico da malaria € necessario fazer um
diagnéstico clinico, laboratorial e diferencial.

O diagnostico clinico consiste em: Anamnese e Exame Objetivo.

1.8.1 Diagnostico laboratorial

A sintomatologia inespecifica da malaria, que se apresenta como uma sindrome febril,
ndo é clinicamente distinguivel de um vasto leque de outras doencas, pelo que é
absolutamente necessario a realizacao do diagndstico laboratorial.

Nos ultimos 100 anos a maléria foi diagnosticada, por microscopia ética, pela observagao
direta do esfregaco sanguineo e gota espessa em laminas coradas por Giemsa,
metodologia que continua a ser o “gold standard” para o diagndstico desta parasitose,
pois permite a identificacdo da infecdo, a diferenciacdo da espécie e a determinacdo da
parasitémia. Apesar da microscopia ser considerada 0 método padrdo para o diagnostico
e tratamento da mal&ria, essa técnica exige pessoal treinado e experiente na observacao
dos exames como:

1) Gota espessa, considerado o exame padrao para diagnéstico da malaria por microscopia
Otica. A recolha do sangue pode ser por pungdo venosa ou puncdo da polpa digital.
Permite a contagem da parasitémia, fator preditor de gravidade na infecdo por P.
falciparum, além de permitir o acompanhamento da queda da mesma, apés o inicio da
terapéutica;
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2) Esfregaco sanguineo, a qual permite a identificagdo da morfologia do protozoéario, e
consequente diferenciacdo da espécie em causa que é importante para um tratamento
adequado. No diagnoéstico pela observagdo de laminas deve-se ter em conta as
caracteristicas morfoldgicas das diversas espéecies. O P. falciparum pela sua propriedade
de citoaderéncia, s6 permite a detecdo de trofozoitos no sangue periférico e ao observar
a lamina so se verificara a presenca dessas estruturas.

Existem outras metodologias para o diagnostico da malaria homeadamente os testes
rapidos (imunodetecao da proteina plasmodial), muito utilizados em saidas de campo nas
zonas endémicas, mas que apresentam uma baixa sensibilidade. Desde a década de 80, as
técnicas de biologia molecular, como a reagdo de polimerizacdo em cadeia (PCR), tém
sido desenvolvidas com sucesso (Moody, 2002) e nos Gltimos anos, varios estudos a tém
utilizado como método de detecdo de DNA de Plasmodium circulante (Speers, 2003;
Andrade, 2010). Contudo, devido ao elevado custo da técnica, a mesma néo é utilizada
como rotina para diagnostico de casos, permanecendo restrita a centros de pesquisa
(WHO, 2011).

Em contrapartida, 0 método de captura de antigénio através de anticorpos monoclonais
que, além de baixo custo é de facil realizacdo, auxilia apenas para malaria por P.
falciparum, néo fornece resultados quantitativos e ainda pode levar a resultados falsos
positivos. De entre 0s métodos de imunodiagnostico, temos imunofluorescéncia indireta
(IFI), imunoabsorc¢do enzimatica (ELISA), aglutinacdo, precipitacdo e radiodiagndstico;
sendo o IFI e o ELISA de facil execucdo (Penna, et al., 1998).

Os ensaios de nova geracdo com base na detecdo de plasmaddio por lactato desidrogenase
(LDH), sédo ativos para o diagnéstico de ambas as infe¢bes vivax e falciparum, embora
tenham uma sensibilidade baixa com uma densidade abaixo de 200 parasitas (p. vivax)/ul
de sangue. O uso destes testes ndo elimina a necessidade de confirmar a presenca de
parasitas por microscopia oética, sendo esta considerada regra de ouro (WHO, 2010;
2011).

No diagndstico diferencial incluem-se outras patologias com sinais e sintomas
semelhantes como: hepatites virais, leptospirose, dengue, meningite, febre tifoide,
encefalite doenca de Chagas, gripe, endocardite bacteriana, febre-amarela (Breman, et
al., 2012). Para o seu diagnostico poderdo ser necessarios 0S seguintes exames
complementares: hemograma, funcdo hepatica e renal, glicémia, ionograma,
hemocultura, urocultura, gasometria, raio X toracico, eletrocardiograma (ECG), ecografia
abdominal, ecocardiograma (Okie Susan, 2008).

1.9 FARMACOS

A malaria é uma doenca que pode ser evitada e tratada. O objetivo primario do tratamento
consiste em assegurar a eliminacgéo rapida e completa do parasita plasmédio a partir do
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sangue do paciente, a fim de evitar a progressdo da maléria ndo complicada para doenca
grave ou morte, e para prevenir a infe¢do crénica que conduz a anemia relacionada com
malaria.

De uma perspetiva de saude publica, o objetivo do tratamento é reduzir a transmisséo da
infecdo a outras pessoas, através da reducdo do reservatdrio infecioso, e para prevenir o
surgimento e a disseminacdo da resisténcia aos medicamentos antimalaricos. A maioria
dos paises com malaria por P. falciparum adotaram a terapia combinada com derivados
da artemisinina (ACTs) como um tratamento de primeira linha. A WHO recomenda que
a maléria ndo complicada por P. falciparum, deve ser tratada com um ACT (Price RN, et
al., 1996; World Health Organization, 2010). Em &reas onde a cloroquina ainda é eficaz,
a malaria por P. vivax deve ser tratada com este farmaco. Em areas onde a resisténcia a
cloroquina tem sido documentada, a malaria por P. vivax deve ser tratada adequadamente
para evitar recaidas, e tanto a cloroquina e ACT devem ser combinadas com um curso de
14 dias de primaquina; a utilizacdo deste altimo requer a consideracdo do risco de
hemolise em pacientes com deficiéncia em G6PD.

Os ACTs ou terapia combinada com derivados de artemisinina é uma combinagdo de
farmacos (derivados artemisinina combinados com compostos que sdo eliminados mais
lentamente) utilizados no tratamento da maléria ndo complicada por P. falciparum ou
para completar o tratamento da maléria grave apds administracdo de artesunato injectavel.
Os ACTs sdo administrados ao longo de 3 dias, e as opg¢des atualmente recomendadas
pela WHO séo:

+ arteméter mais lumefantrina (A + L);

* artesunato mais amodiaquina (AS + AQ);

* artesunato mais mefloquina (AS + MQ);

« artesunato mais sulfadoxina-pirimetamina (AS + SP);
* dihidroartemisinina mais piperaquina.

Em éareas onde ha ameaca de resisténcia a artemisinina e em areas alvo de eliminagéo de
P. falciparum, todos pacientes confirmados por P. falciparum no primeiro dia de seu
tratamento com ACT, devem ser tratados com uma dose unica de primaquina (0,25 mg /
kg). Em 2013, tinha sido adotado como politica nacional para o tratamento de primeira
linha em 79 de 87 paises onde P. falciparum é endémico. Além disso, também uma dose
unica de primaquina estava a ser utilizada para o tratamento gametocida de casos de P.
falciparum em 39 paises de baixa transmissdo para reduzir mais ainda a transmissao da
malaria.

A proporgéo de criangas na Africa subsariana com malaria por P. falciparum a receber
ACT tem aumentado significativamente desde 2005, mas manteve-se abaixo de 20% em
2013 (Bousema, et al 2006; WHO, 2014; WHO, 2015).
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I1. JUSTIFICACAO E OBJETIVOS

A malaria é, ainda hoje, a doenga que mais mortes causa a nivel mundial sobretudo em
criancas. Varias pesquisas tém sido feitas, no que concerne ao tratamento, com objetivo
de alcancar a cura da doenga, mas mesmo com 0s avancos a nivel da ciéncia, ainda nao
foi possivel encontrar a terapéutica eficaz.

O ciclo de vida do parasita P. falciparum é muito complexo, assim como as interacdes
entre o parasita e o () hospedeiro (s). E importante referir que entre as infe¢des causadas
por este parasita, somente alguns casos evoluem para as formas graves da doenca, o que
nos leva a pensar que podem existir mecanismos de protecdo contra a doenga
desenvolvidos pelo hospedeiro e que resultaram de uma coadaptacao ao longo de milhares
de anos.

A maléria tem exercido uma pressao seletiva sobre o genoma humano e tem sido um fator
preponderante na selecdo de uma vasta gama de polimorfismos que conferem maior
resisténcia ao parasita. Desta feita, 0 ser humano como hospedeiro, acumulou varias
adaptacdes que lhe conferem resisténcia ao Plasmodium sp., assim como aos efeitos que
a infecdo causa ao organismo. Estas variantes estdo associadas a doengas humanas e
dificilmente seriam mantidas nas popula¢fes devido ao seu impacto na satide humana,
mas atingem elevadas frequéncias nas regides endémicas para a malaria devido a protecao
que proporcionam contra esta Ultima.

Entre os maiores desafios na luta contra a malaria estd compreender os determinantes de
suscetibilidade desta doenca e conhecer os mecanismos envolvidos a fim de serem
utilizados como alvos para novos farmacos ou vacinas, numa nova abordagem de
terapéutica direcionada ao hospedeiro [host directed therapies (HDTs)], ou seja simular
os efeitos normalmente exibidos pelos individuos com as doencgas associadas aos
variantes genéticos selecionados (Lelliott et al, 2015).

A deficiéncia em PK, é uma enzimopatia dos eritrécitos que resulta num défice energético
e num aumento da concentracdo de DPG, que leva a cabo uma anemia hemolitica (Dubey
et al., 2003).

O composto intermediario da glicolise, DPG, é sintetizado pela bifosfoglicerato mutase
(BPGM), num passo que é exclusivo dos eritrocitos (e células placentares), ndo estando
presente em P. falciparum. Assim, sendo existente apenas na célula hospedeira e ndo no
parasita, pode ser interessante utilizar esta diferenca nas vias metabdlicas, contra o
parasita. Quer os niveis diminuidos de ATP eritrocitario, quer os niveis aumentados de
intermediarios metabolicos na via glicolitica, podem tornar o ambiente toxico ou
desfavoravel e interferir no crescimento parasitario. Alguns estudos apontam para
possiveis danos na rede de proteinas do citoesqueleto associados a membrana celular
devidos ao baixo nivel de ATP e elevada concentracdo de DPG (Roth, 1987; Ayi et al,
2008; Sabeti, 2008; Ayi et al, 2009).
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Resultados preliminares obtidos anteriormente pelo grupo (Rosa 2011) mostraram que 0
DPG tem um efeito nocivo em P. falciparum e sera importante confirmar como se exerce
este efeito no desenvolvimento parasitéario.

Sabendo que 1) o eritrécito € a principal célula hospedeira do parasita e que todo o
metabolismo eritrocitario para obtencéo de energia se baseia na via glicolitica, qualquer
alteracdo nesta via metabdlica poderéa afetar o parasita e 2) Ayi et al. (2009) utilizou NaF
para inibir a enolase, comprometer a geracdo de ATP em eritrécitos normais, e simular
os efeitos fisioldgicos de uma deficiéncia em PK (défice de ATP e aumento de DPG);
este composto (NaF), sera utilizado em ensaios de invasdo e maturacdo. A inibigcdo da
enolase e o aumento da concentracdo de DPG, poderdo funcionar como modelos
experimentais para simular o mecanismo protetor contra P. falciparum pela deficiéncia
em PK.

11.1 OBJETIVOS

Tendo conhecimento de um reduzido numero de trabalhos realizados a nivel da PKD, e
sabendo que a mesma pode conferir protecdo contra a malaria, faz com que este trabalho
tenha como objetivo geral estudar o efeito da deficiéncia em PK associada a protecéo
contra a maléria, utilizando culturas in vitro de P. falciparum, através dos seguintes
objetivos especificos:

1- Avaliar a suscetibilidade do parasita em concentrac@es crescentes do composto NaF
através da determinacgéo do IC50.

2- Avaliar os niveis de invasdo e maturacdo do parasita P. falciparum na cultura
suplementada com os compostos NaF, baseando-se na concentracdo determinada no
objetivo anterior.
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I1l. MATERIAIS E METODOS
111.1 MATERIAL

Foram recolhidas amostras de sangue em individuos humanos saudaveis, a fim de manter
as culturas com os parasitas P. falciparum, para posterior realizacdo de ensaios. Para tal,
foi necessario 0 uso de varios reagentes, materiais, assim como equipamentos de leitura
e observacéo.

111.1.1 Clones

Os clones para o presente estudo foram 3D7 e Dd2, de P. falciparum, que foram mantidas
em frascos e/ou placas de cultura, tratadas diariamente em condi¢fes de maxima
esterilidade, temperatura e CO. favoravel para o crescimento e multiplicacdo dos
parasitas.

111.1.2 Dadores

Neste estudo, para a realizacdo das culturas in vitro de P. falciparum foi utilizado sangue
humano de voluntérios considerados saudaveis que apresentavam 0s seguintes critérios:
ndo ter feito nenhuma medicacdo com anti malaricos ou outros farmacos, nunca ter estado
em area endémica para maldria, e ser portador do grupo sanguineo O* (dador universal).

111.2 METODOS
111.2.1 Cultura de P. falciparum in vitro

Foram usadas os dois clones de P. falciparum ja referidas anteriormente, sabendo que um
dos clones é mais suscetivel a cloroguina (3D7) e 0 outro é mais resistente ao farmaco
(Dd2). Estas passaram por varios processos como, descongelacdo para manté-las em
culturas; manutencdo diaria para garantir melhores condicGes de crescimento; e
sincronizagdo sempre que se pretendesse fazer algum ensaio. Estas culturas continuas
foram mantidas com parasitémia (percentagem de eritrdcitos infetados) inferior a 2% e
um hematocrito (Hto) de 5%. O meio de cultura foi substituido diariamente (figura 6).
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Fig 6 - Imagens de culturas de P. falciparum, A- fotografia tirada numa cadmara de fluxo laminar pela
doutoranda Lis Lobo no dia 20 de Maio de 2016 as 10 horas; B e C- fonte:
https://www.google.pt/search?q=recipiente+de+cultura+de+plasmodium-+in+vitro.

111.2.1.1 Preparacdo de hemaécias sas (50%)

Foi feita a colheita do sangue e preservado com anticoagulante (EDTA), e dentro da
camara de fluxo transferiu-se para varios tubos de 15 ml para ser feita a centrifugacédo
2800 rpm, 5 min.

Descartou-se o0 sobrenadante e a camada leucoplaquetaria, adicionando-se igual volume
de meio de cultura ao pellet e de seguida a sua homogeneizacdo. O procedimento foi
realizado por mais duas vezes para garantir a total remogéo dos outros elementos do
sangue. Depois da ultima lavagem, mediu-se o pellet e acrescentou-se meio RPMI em
igual volume para obter-se hemécias sds a 50%, e estas foram conservadas a uma
temperatura de 4°C e num periodo méximo de 3 semanas.

Como controlo de esterilidade, foi feita uma aliquota de 1 ml para cada frasco estéril que
continha estas hemacias, e estas foram mantidas na estufa a 37°C e 5% CO3, durante 24h
e ou 48h para posterior observagéo.

111.2.1.2. Parasitas

Descongelagao

Para descongelar os clones, foram usadas as seguintes solucées: Solugdo A (12% NaCl
em agua destilada), Solucdo B (1,6% NaCl em agua destilada) e Solucdo C (0,2 %
dextrose + 0,9% NaCl em agua destilada), apds serem esterilizadas por filtracéo.

Os clones foram retirados do azoto liquido e descongelados a 37°C, e seguidamente
transferidos para um tubo de 15 ml onde se adicionou para cada 1ml de sangue 0,2ml da
solugdo A. Deixou-se repousar por 3 min e foi adicionada a solucdo B onde para cada
1ml se adicionou o volume de 10ml e foi feita a centrifugacdo a 2000 rpm (670,8 g,),
5min a temperatura ambiente, desprezando-se o sobrenadante.
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Por fim, adiciona-se ao pellet a solugdo C nas mesmas proporgdes que a solucéo B. Todas
as solucdes foram adicionadas gota a gota com homogeneizac¢ao constante com o intuito
de evitar o choque térmico nos parasitas e/ou hemdlise. Apds a nova centrifugagéo foi
desprezado o sobrenadante e o pellet transferido para o frasco de cultura com hematdcrito
a 5% ap0os a homogeneizacdo da mesma. As duas estirpes foram continuamente mantidas
em cultura a 37°C e 5% CO. de acordo com o método descrito por Trager & Jensen,
(1976).

Manutencao

Diariamente foram feitos esfregacos onde as ldaminas foram fixadas com metanol a 100%
(Merck, Lisboa, Portugal), depois de secas foram coradas com a solugdo ou corante de
Giemsa (Merck, Lisboa, Portugal) preparada em agua tamponada (20%), durante 20 a 30
minutos. Passado este tempo, estas ldaminas foram lavadas em &gua corrente a fim de
retirar o excesso de corante. Depois de seca foi-lhe colocado dleo de imerséo, e observada
num microscopio otico (ampliacdo 1000x) com a objetiva 100x e determinava-se a
parasitémia. Antes da observacdo com esta lente foi sempre necessario focar o campo
microscopico com a lente de 40x e posteriormente a de 100x para identificacdo dos
parasitas. Para o calculo da parasitémia foi aplicada a seguinte férmula:

total de hemacias parasitadas

Parasitémia % = o : —— X
total de hemacias no campo microscépico

Em geral eram observados 5 a 10 campos, e o resultado expresso em %.

O meio de cultura foi substituido diariamente e adicionado novo meio a cultura apds a
aspiracdo do meio anterior. A cada 3 a 4 dias foi feita a centrifugacéo das culturas a 2500
rpm / 5min, e medido o pellet ao qual se adicionaram hemécias sas para repor o valor de
5% do hematocrito.

Sincronizagao

Para obter um predominio de formas jovens na cultura, recorreu-se ao protocolo de
sincronizacdo de Lambros e Vanderberg, (1979), utilizando uma solu¢do de D-sorbitol
(Sigma-Aldrich, Sintra Portugal) a 5%. Esta solucdo foi adicionada gota a gota aos
eritrocitos infetados que se encontravam em cultura que (corresponde a 0,5ml de uma
cultura de 10ml), depois de serem transferidos a um tubo de centrifuga de 15ml a fim de
remover as formas parasitarias mais maturas e manter na cultura somente as formas mais
jovens.

Deste modo as culturas foram centrifugadas a 2000 rpm, por 5 mim e adicionou-se ao
pellet sorbitol a 5% numa gquantidade aproximadamente de 10 vezes superior ao do pellet,
deixando-se incubar na estufa durante 10 min. Centrifugou-se novamente e descartou-se
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0 sobrenadante, e foi adicionado PBS em igual volume ao usado anteriormente para o
sorbitol e voltou-se a centrifugar. Este processo permite a lise dos eritrocitos infetados
com parasitas mais maduros ou em fase mais avancadas, trofozoitos e esquizontes
(figura?).

Fig.7- Imagens dos eritrocitos infetados por P.falciparum. A- eritrécitos numa cultura; B- merozoitos
observado por microscopia ética.

Fonte: http://4.bp.blogspot.com/-ujjgyXza_bM/Us2PVVgB_Dcl/AAAAAAAAHNI/_tvHOcqBIQ4/s1600/Phenom-Malaria-parasite-
631.jpg

Muitas vezes foi necessario adicionar hemacias sas para que o volume final dos eritrocitos
fosse de 0,5ml e o hematdcrito se mantivesse a 5% numa cultura com 10ml de meio
(RPMI 1640) e finalmente foi posta na estufa com a devida identificagdo. Este
procedimento foi aplicado tanto para os ensaios de suscetibilidade como para invaséo e
maturacao.

111.2.2 Ensaio de suscetibilidade — determinacdo de 1C50

O IC50 é a concentracdo de um composto necessaria para matar ou reduzir 50% dos
parasitas in vitro num determinado ensaio, avaliando assim o grau de desenvolvimento
do parasita na presenca de diferentes concentracfes (diluicdo seriada) deste mesmo
composto. Este protocolo é baseado no método de fluorescéncia com SYBR Green |
descrito por Bennett (Bennett et al, 2004) mas com algumas adaptacoes.

Para o0 ensaio de suscetibilidade foi necessaria uma cultura previamente sincronizada,
visto que s6 as formas mais jovens do parasita devem estar presentes. Foram entdo
definidas como condigdes iniciais de crescimento in vitro, 1% de parasitémia inicial (Pi)
e 3% de hematdcrito (Hto); isto € o ajuste da Pi e do Hto.

Tendo em conta o volume final da solucdo, foi necessario o ajuste das quantidades de
Hemacias totais (HT) que resulta da adicdo de hemécias parasitadas (Hp) e hemacias sds
(Hs) com o volume do meio necessario para 0 nimero de pocos contidos na placa.
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Numa calha, colocou-se meio de cultura, as hemécias parasitadas e as hemacias sas,
previamente ajustadas. Apds a sua homogeneizacdo, a mistura foi transferida com uma
pipeta multicanal BioPette ™ Plus para uma placa de 96 pogos (VWR, Carnaxide, Portugal)
de fundo plano conforme (figura 8). Adicionaram-se nos trés primeiros pogos 0 Composto
NaF e foram feitas diluicbes seriadas (1:2) com concentracbes entre 10 mM a
0,00635mM, onde foram feitos ajustes necessarios para cada ensaio com a excec¢ao dos
ultimos pogos que serviram de controlo (K). Foram escolhidas estas concentracdes pois,
aproximam-se dos valores utilizados em trabalhos realizados previamente neste grupo de
malaria e demonstram ser apropriadas.

Fig.8 - Placa utilizada para o ensaio de suscetibilidade com 96 pogos (VWR, Carnaxide, Portugal).

Fonte: http://www.lojalab.com.br/produtos_fotos/K30-5096P%20VERMELHA 138958.JPG

A placa esteve a encubar durante 48h (ciclo de vida do parasita) na estufa a 37°C e numa
atmosfera de 5% CO,. Para identificar os eritrocitos infetados apds este tempo de
incubacéo, foi-lhe adicionada o composto SYBR Green |, por se tratar de um agente
intercalante (permeavel a membrana), fluorescente quando ligado ao DNA em cadeia
dupla (Izumiyama, et al 2009); de modo a marcar o DNA do parasita viavel, numa
concentragéo de 0,25% da solugéo stock de SYBR Green em PBS. A microplaca com as
amostras, foi a incubar novamente na estufa com as condices ja referidas anteriormente,
durante 1h, antes da leitura no Fluorimetro TRIADTM 1065 (DYNEX Technologies,
E.U.A.). Posteriormente foi feita a centrifugacdo a 4000 rpm, 2 min, aspirado o
sobrenadante, adicionou-se 100ul de PBS em cada pogo, homogeneizando suavemente
para evitar as bolhas a fim de ndo interferir na leitura. Fez-se a leitura no Fluorimetro ja
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referido anteriormente, num comprimento de onda que vai de 485nm-535nm, como
mostra a (figura 9) e para tal foi indispensavel identificar a estirpe, 0 composto utilizado
e a sua concentragdo. Estes ensaios foram realizados varias vezes, em triplicado nas
diferentes concentragdes do composto, a fim de obter melhores resultados. Para garantir
maximas condicdes de esterilidade e evitar contaminacdes, quase todo procedimento foi
efetuado no interior de uma camara de fluxo laminar.

. ﬂ\ .'

: /

\‘\/“\,/ / K ,

300 350 400 450 500 550 600 650 700
Wavelength (nm)

T

1
T

A
T T

Fluorescence excitation
Fluorescence emission

Fig 9- Espectro de excitagdo (linha azul) e emisséo (linha vermelha) de fluorescéncia do corante SYBR®
Green ligado ao DNA. (adaptado de Molecular Probes, 2006)

111.2.3 Ensaio de invasdo/ maturacao

O periodo estabelecido para cada ensaio de invasdo e maturacdo foi de 10 dias, e as
culturas parasitadas eram sincronizadas com uma janela de 6h. Passado 72h determinava-
se a parasitémia por meio de esfregacos e observacdo microscépica. Este ensaio deve ser
iniciado com o estagio de esquizontes e a parasitémia ajustada a 0,5% e o Hto a de 5%.

Preparou-se 0 meio (RPMI), uma parte foi utilizado para as amostras controlo, e a outra
parte foi suplementada com composto a uma concentracéo final de 0,5 mM para o ensaio,
a partir da formula: Ci.Vi= Cf.Vf.

A concentracdo do composto utilizada neste ensaio, dependeu dos resultados dos ensaios
de suscetibilidade, utilizando uma concentracdo inferior a esta, a fim de garantir a
viabilidade dos parasitas pelo menos durante quatro ciclos.

As hemacias parasitadas (Hp) foram obtidas por centrifugacdo da cultura a 2500 rpm em

5 min, a fim de obter o pellet, e calcular a percentagem a partir da formula: Pi.Vi= Pf.Vf;
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as hemacias sas (Hs) foram obtidas ap6s uma prévia preparacdo. Utilizou-se uma placa
de 6 pocos de fundo plano (figura 10), onde 3 pocos foram para as amostras (hemécias
parasitadas e sas) de 3ml de meio com composto (os tratados) NaF a uma concentragéo
conhecida, e nos outros 3 pocos haviam as mesmas amostras mas com 3ml de meio sem
composto (isto € os nao tratados) que serviram de controlo.

Fig 10- Placas utilizadas no ensaio de invasdo e maturagdo com 6 pocos (VWR, Carnaxide, Portugal).

Fonte: http://cyd.ro/wp-content/uploads/2015/06/cultura-celule.png

Este procedimento permitia comparar o crescimento parasitario na presenca do composto
durante o periodo previsto. Diariamente eram feitos esfregacos destas culturas que eram
fixados com metanol a 100%, corados com Giemsa durante 30 min e observado ao
microscopio ético com a objetiva de 100x aplicando o 6leo de imerséo (Merck). Contava-
se a parasitémia, e determinava-se a sua percentagem por meio da férmula:

L total de hemacias parasitadas
Parasitémia % = — - ——x 100
total de hemacias no campo microscépico

Durante a observagdo microscépica dos parasitas, foi muito importante ter em conta o
estagio, a morfologia, e o tempo do ensaio. Isto é, saber se em cada dia os parasitas
apresentam maioritariamente em estagio de anel ou trofozito/esquizontes, se a morfologia
esta alterada, e em que dia do ensaio foi possivel observar tais alteracdes, assim como a
presenca de gametdcitos e formas picnoticas, que aparecem em consequéncia do stress
oxidativo.
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As contagens no campo microscopico eram feitas em separado para cada estagio do
parasita, isto é anel e trofozoitos/esquizonte em cinco campos diferentes. Contavam-se o
namero de hemécias por campo, o nimero destas hemécias que estivessem parasitadas,
calculava-se o total de hemécias, assim como o total de hemécias parasitadas com o
referido estagio. Dividiu-se o total de hemacias parasitadas pelo total de hemacias dos
cinco campos observados, e multiplicou-se por 100 a fim de se encontrar a percentagem.
Apbs a aspiracao dos meios e feitos os esfregacos, eram colocados 0s novos meios, mas
sem adicdo de hemacias e conservados adequadamente até completar o tempo previsto
para 0 ensaio. Apesar destes poderem ser interrompidos caso a cultura estivesse
contaminada e também pela morfologia que o parasita apresentasse. A troca do meio e 0s
esfregacos eram feitos a mesma hora a fim de garantir maior uniformizagdo dos
resultados.

Terminado o tempo previsto para o0 ensaio, e a determinacdo da percentagem de
parasitémia para cada dia, foram calculadas as médias das parasitémias totais tanto na
cultura controlo como na cultura tratada com o composto referido anteriormente, as
médias de anéis e esquizontes, 0s racios de invasdo e maturacdo no programa excel e as
respetivas representacdes graficas.

Os récios dao uma ideia da continuidade do crescimento parasitario. O racio de invasdo
mostra 0 nimero de parasitas originario de esquizontes 24h antes de invadirem novas
hemacias; e obtém-se pela seguinte formula: 1° ciclo anéis 24h/esquizonte Oh, 2° ciclo
anéis de 72h/ esquizontes 48h; 3° ciclo aneis de 120h/ esquizontes 96h; 4° ciclo anéis
168h/esquizontes 144h isto é, dividir os aneis do presente dia pelos esquizontes do dia
anterior durante quatro ciclos consecutivos.

O récio de maturacdo mostra o nimero de parasitas originarios de anéis 24h depois de
invadirem as hemacias e obtém-se pela formula: 1° ciclo esquizonte 48h/anéis 24h, 2°
ciclo esquizontes 96h/ anéis 72h, 3° ciclo esquizontesl44h/ anéis 120h, 4° ciclo
192h/anéis 168h, neste caso divide-se 0s esquizontes do presente dia pelos anéis do dia
anterior durante quatro ciclos consecutivos.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO
IVV.1 ENsAI0 IC50 coM ADIGAO DE FLUORETO DE SODIO (NAF)

Os ensaios de suscetibilidade de P. falciparum, dos clones sensivel a cloroquina 3D7 e
resistente a cloroquina Dd2, foram realizados na presenca do composto NaF durante 48
horas, tendo sido aplicadas varias concentracdes para o composto entre 10 mM a
0,00635mM, em pelo menos trés ensaios e em triplicado, com o intuito de se obter a
melhor curva. Posteriormente, foi medida a viabilidade celular por fluorescéncia.

Os valores da parasitémia em anéis e esquizontes foram transformados em percentagem
de sobrevivéncia em funcdo do logaritmo da concentracdo dos compostos. A analise e
representacdo gréfica foi efetuada no programa Graph Pad Prism, versdo 4.00 para
Windows, da GraphPad Software, San Diego, USA.

Foi possivel observar diferencas na sobrevivéncia dos parasitas com as concentraces
testadas, tornando possivel a determinacdo do IC50 tanto na estirpe sensivel como na
resistente (Figuras 11 e 12).
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Fig 11-Influéncia do NaF sobre o clone sensivel a cloroquina (3D7) ap6s 48 horas de incubagao.
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Na Tabela 1 é apresentado o valor de IC50 correspondente ao clone 3D7.

Clones P.falciparum IC50 (mm) SD

3D7clone sensivel a cloroquina 0,89 0.08

150 7
— Dd2 NaF 6.5 mM

— Dd2 NaF 7mM

—— Dd2 NaF 8mM

Dd2 Naf 10mM
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Fig 12- Influéncia do NaF sobre o clone resistente a cloroquina (Dd2) apds 48 horas de incubacéo.

Na Tabela 2 ¢ apresentado o valor de IC50 correspondente a estirpe Dd2.

Clones P.falciparum IC50 (mM) SD
Dd2clone sensivel a cloroquina 1,66 0,82
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Como ja foi referido anteriormente, o NaF tem a capacidade de inibir a enolase na via
glicolitica das hemacias, o que tem um efeito imediato na geracdo de ATP. Como
consequéncia desta diminuigdo hd um aumento de 2,3-DPG o que leva a alteragBes a nivel
membranar dificultando a invasdo dos parasitas, sendo por isso alvo de estudo para a
producdo de novos farmacos tendo em vista as questdes de resisténcia ja existentes. Com
os valores obtidos, neste trabalho, verificamos que o clone Dd2 (resistente) requer uma
maior concentracdo do composto (*2mM) para inibir 50% dos parasitas em comparagéo
com o clone 3D7 (sensivel), na qual apenas foi necessario ~1mM para 0 mesmo fim.

IV.2 ENSAIO INVASAO/ MATURAGAO COM ADICAO FLUORETO DE SODIO (NAF)

O ensaio de invasdo e maturacdo foi realizado na presenca do composto NaF com as
estirpes 3D7 e Dd2 em quatro ciclos consecutivos, e em triplicado. No inicio do ciclo a
cultura tratada e o controlo, pareciam seguir 0 mesmo ritmo de crescimento, mas no fim
do segundo ciclo verificaram-se alteracdes no desenvolvimento parasitario na cultura
tratada; tendo conhecimento que o composto simula o fenétipo associado a PKD, foi
possivel constatar uma média de parasitémia total menor na cultura suplementada com
NaF, quando comparado ao controlo. Para o clone 3D7, a uma concentracdo de 0,5 mM
de NaF obtivemos os resultados representados na Figura 13.
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Fig 13- Médias da parasitémia total, em hemacias sem adicdo de composto e com adi¢cdo de composto
(NaF).

Este grafico mostra claramente que o composto tem algum efeito sobre o parasita, visto
que as hemécias parasitadas sem adigdo do composto tiveram um pico de parasitémia

muito alto em relacdo as que foram suplementadas com o NaF. A parasitémia mais
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elevada foi no sangue controlo e o pico de parasitémia da-se no segundo ciclo, tanto para
o0 controlo como para a amostra. Depois a parasitémia decresce até a hemdlise. O aumento
da parasitémia reflete a invasao das heméacias por novos parasitas, a diminui¢cdo demostra
0 periodo de maturacdo, e como ha maior consumo de hemacias sem reposicdo de novas
0s parasitas morrem. Observa-se alternancia clara entre os estadios de crescimento anéis
e esquizontes, clara definigéo dos ciclos de crescimento de 48h e o padrdo de crescimento
n&o varia com o tipo de sangue (figura 14).
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Fig 14- Média de anéis e esquizontes no sangue controlo e no sangue suplementado com NaF.

Foi possivel observar diferenca na morfologia do parasita no sangue suplementado com
NaF em relacdo ao sangue controlo. Quanto a presenca de gametdcitos, é de realcar que
no inicio do segundo ciclo, foi possivel observar gametdcitos nas amostras, reflexo de
uma cultura stressada devido ao ambiente desfavoravel criado pelo composto e raramente
foram observadas formas picnoticas nas amostras. Nos controlos, somente no fim do
segundo ciclo estas foram observadas, devendo-se a0 aumento da parasitémia no dia
anterior e ao maior numero de hemacias invadidas. No inicio do 4° ciclo ja se podiam
observar gametdcitos na cultura controlo.

Estas observagbes foram verificadas com um aumento gradual até ao fim do ensaio,
chegando mesmo a dificultar a contagem tanto das hemacias como dos parasitas. Foi
possivel observar microscopicamente alteragdes morfologicas do parasita nas amostras.

O aumento da parasitémia no 2° ciclo, reflete a invasao das hemacias por novos parasitas
enquanto que a diminuicdo demonstra o periodo de matura¢do, como néo hé reposigéo de
novas hemacias, estes acabam por morrer.
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Os racios de invasdao e maturacdo ddo uma ideia da continuidade do crescimento
parasitario; assim, o racio de invasdo mostra 0 numero de parasitas originario de
esquizontes 24h antes de invadirem novas hemécias. Estas experiéncias requerem o
numero elevado de réplicas e maior quantidade de sangue disponivel.

Agquando da anélise da invasdo, notamos que no primeiro ciclo os parasitas da cultura
controlo, invadiram maior quantidade de hemécias devido a maior quantidade de
merozoitos originario da geracao anterior. Como néo houve reposicdo de novas hemacias,
e sendo maior a quantidade de merozoitos do ciclo seguinte, fez com que a invasao deste
ultimo fosse diminuido.

Ao contrario dos parasitas da cultura suplementada com NaF, que tiveram menor invasao
no primeiro ciclo, tiveram maior quantidade de hemdcias por invadir no ciclo seguinte,
pelos merozoitos da nova geragdo, permitindo maior invasdo no ciclo seguinte (Figura
15). Os nossos resultados encontram-se de acordo com 0s que se encontram escritos na
literatura (Ayi et al., 2009), onde foi demonstrado que estes eritrécitos sao relativamente
refratarios a invasao por P. falciparum.
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3,50
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B NaF
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19ciclo 2%ciclo 3%ciclo 49ciclo

Fig 15- R&cios de invasdo dos parasitas no sangue controlo e no sangue suplementado com NaF.
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Quanto ao racio de maturacdo (Figura 16), mostra o nimero de parasitas originario de
anéis 24h depois da invasdo nas hemaécias, e como representa o grafico, a maturagdo nos
parasitas da cultura controlo foi maior em comparagdo a cultura suplementada com NaF.

Maturacao 3D7
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20,00

15,00 B controlo
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0,00 e N l — I || ||
19ciclo 29%ciclo 32%ciclo 49ciclo

Fig 16- Racios de maturacdo dos parasitas no sangue controlo e no sangue suplementado com NaF.

A partir do 3° dia do ensaio foram observados gametocitos, em baixa quantidade nas
amostras, enquanto que os controlos ndo apresentavam qualquer alteracdo visivel
microscopicamente.

No 4° dia as formas picnoticas ja eram evidentes nos controlos e as amostras continuaram
a apresentar gametdcitos. No 5° dia uma boa parte dos parasitas nas amostras,
apresentavam um aspeto ndo saudavel e deformados. E a medida que os dias foram
passando, aumentavam o nimero de gametdcitos nas amostras, sendo muito raro observar
formas picnéticas. Por outro lado, nos controlos aumentavam as formas picnéticas, a
quantidade de hemacias era diminuida, chegando a impossibilitar a contagem tanto das
hemacias como dos parasitas. E de realcar que do sétimo dia em diante os controlos
também apresentavam gametocitos. O efeito da inibigdo da Enolase pelo NaF, no clone

sensivel, parece ter afetado os niveis de invasdo e maturag¢do do parasita.
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V1. CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com Ayi et al. (2009), os niveis baixos de ATP por consequéncia da supressao
do ultimo passo da glicélise, podem alterar as propriedades da membrana dos eritrocitos,
reduzindo a capacidade de invasdo dos parasitas.

Os resultados sugerem que NaF tem influéncia sobre a viabilidade, crescimento e invasdo
dos parasitas nas hemacias. Por isso, este composto torna-se um bom candidato na
simulacdo da deficiéncia em PK in vitro.

Foi observado que o clone resistente, requer uma concentracdo maior do composto em
relagdo a sensivel, para inibir 50% dos parasitas. No entanto, a falta de dados in vivo pde
em causa a eficiéncia do composto contra o P. falciparum sendo necessario efetuar outros
ensaios.

Os testes in vitro de suscetibilidade aos compostos, tém um papel muito importante nas
estratégias que visam a descoberta de novos farmacos para o tratamento da malaria.

Este estudo podera ser alargado ao testar a sua aplicacao, na analise das atividades anti
maldaricas de novos compostos, sobretudo em areas aonde a malaria é endémica.

Futuramente seria interessante que os estudos fossem realizados com sangue deficiente,
pois isto permitir-nos-ia obter resultados mais fiaveis e fidedignos.

Estudos gendmicos e proteémicos poderdo ser realizados nos paises suspeitos com a
deficiéncia em PK pois isso ira contribuir para o melhor conhecimento desta deficiéncia,
uma vez que se sabe pouco sobre ela.
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