Introdugdo

I. INTRODUCAO

A malaria ¢ a doenga parasitaria com mais impacto no mundo, estimando-se que
ocorrem 247 milhdes de casos clinicos anualmente, dos quais resultam
aproximadamente 1 milhdo de mortes, sendo a maioria destas verificadas em criangas
com idade inferior a cinco anos (WHO, 2008). De acordo com Ayala et al., (1998), o
parasita da malaria ¢ um protozoario classificado como:

Reino Protista
Filo Apicomplexa
Classe Hematozoa
Ordem Haemosporida
Familia Plasmodiidae

Género Plasmodium.

Existem algumas dezenas de plasmodios que afectam varias espécies de animais,
mas apenas quatro provocam doenga no humano, Plasmodium falciparum, Plasmodium
vivax, Plasmodium malariae e Plasmodium ovale (Gilles & Sinden, 2002).

Estas espécies diferem na duragcdo do seu ciclo de vida, nas suas preferéncias por

diferentes eritrocitos e nas suas potencialidades virulentas (Fortin et al., 2002).

I. 1. Plasmodium spp

I.1.1. Ciclo de vida

O ciclo de transmissao das espécies de plasmodio que infectam humanos ocorre
obrigatoriamente em duas fases: a fase sexual exdgena (esporogdnica) com a
multiplicagdo do parasita nos mosquitos anofelinos (hospedeiro definitivo) e a fase
assexual endogena (esquizogdnica) com a multiplicagdo nos humanos (hospedeiro
intermediario) (Knell, 1991). Esta tltima inclui a esquizogonia exoeritrocitaria ou
hepatica, que ocorre nas células do figado e a esquizogonia eritrocitaria, que ocorre no

sangue.
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O ciclo inicia-se com a picada de um mosquito fémea Anopheles infectado,
através da qual ha transmissao de parasitas na fase de esporozoito (forma infectante para
o homem) (Figura 1.A). Os parasitas localizados nas glandulas salivares passam para a
circulagdo sanguinea dos humanos e através desta via atingem o figado, onde invadem
os hepatodcitos (Figura 1.B), iniciando a esquizogonia exoeritrocitaria ou hepatica. Esta
fase dura de 6 a 16 dias dependendo da espécie. Em P. ovale e P. vivax, alguns
esporozoitos permanecem latentes nos hepatdcitos, formando o hipnozoito, que pode
persistir durante periodos prolongados. Em determinado momento, estes desenvolvem-
se e originam esquizontes pré-eritrocitarios e posteriormente merozoitos que invadem os
eritrocitos, originando os relapsos', caracteristicos destas duas espécies. As espécies P.
falciparum e o P. malariae nao apresentam os relapsos, dado nao se diferenciarem em
hipnozoitos, sendo que os esporozoitos sofrem esquizogonia hepatica imediata que,
apds maturagdo dos esquizontes hepaticos, resulta na libertagdo dos merozditos para a
corrente sanguinea, onde invadem eritrocitos (Figura 1.C).

ApoOs a invasdao dos eritrocitos pelos merozoitos, inicia-se a esquizogonia
sanguinea ou intra-eritrocitaria. Os merozoitos diferenciam-se até ao estadio de
trofozoito. Apds um periodo de crescimento, os trofozoitos sofrem divisdes mitdticas,
ocorrendo a esquizogonia eritrocitdria: o nucleo entra em divisdo originando um
esquizonte eritrocitario. Por segmentagao do citoplasma formam-se novos merozoitos
que se libertam com a ruptura do eritrocito, invadindo novos eritrocitos (Figura 1.D).
Este ciclo ocorre de forma periddica, fazendo aumentar a parasitémia, sendo
responsavel pelos picos febris tipicos da infeccdo de maldria. Alguns merozoitos
diferenciam-se nas formas sexuadas do parasita (infectante para o mosquito),
denominadas gametodcitos (Figura 1.E). Os gametdcitos sdo ingeridos durante a refei¢ao
sanguinea de uma fémea Anopheles (Figura 1.F) atingindo o seu estomago, local onde
se diferenciam em micro e macrogdmetas. O gametocito feminino da origem a um
macrogameta enquanto o gametocito masculino da origem a 4-8 microgametas, num
processo denominado exflagelacio. O produto da fecundagdo entre um gameta
masculino e feminino, o zigoto, ¢ a Unica forma diploide do ciclo de vida e por meiose,

que ocorre poucas horas apds a sua fertilizacdo formam-se formas haploides. O zigoto

" Relapso: Nova manifestacdo da doenga devido a sobrevivéncia de hipnozoitos no figado.
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formado inicialmente ¢ globular e imovel, transformando-se num oocineto moével e
invasivo que penetra as células epiteliais da parede do estdbmago do mosquito, fixando-
se neste. Inicia-se ai o desenvolvimento do oocisto. O oocisto vai aumentando de
tamanho, e divide-se por mitoses sucessivas originando inimeros esporozoitos — formas
alongadas (10-15um) com wum nucleo central. Quando o oocisto atinge um
desenvolvimento completo, liberta os esporozoitos moveis que migram para as
glandulas salivares, acumulando-se nos ductos salivares e tornando-se infectantes.
Quando o mosquito infectado se alimenta novamente, os esporozoitos sdo inoculados na

corrente sanguinea do hospedeiro vertebrado.

Figura 1. Ciclo de vida dos parasitas causadores da malaria que infectam o homem (Adaptado
de http://www.imm.ul.pt/html/Ciclo_Vida.bmp).

Em seguida, apresenta-se uma descri¢do das duas espécies estudadas no presente

trabalho (P. falciparum e P. vivax), baseada em Gilles & Sinden (2002).
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1.1.2. Plasmodium falciparum

O P. falciparum causa a “malaria ter¢ca maligna” e € a espécie mais patogénica,
dado que a infec¢do ocorre muito rapidamente e pode existir a possibilidade de ocorrer
complicacdes mortais sobretudo nos individuos ndo imunes, se ndo for tratada
atempadamente e de forma adequada. Encontra-se geralmente nas regides tropicais e
subtropicais. O desenvolvimento assexual do P. falciparum no figado envolve apenas
esquizogonia pré-eritrocitaria, nao ocorrendo hipnozoitos. Nos quatro dias de infecgao,
as primeiras formas visiveis no figado sdo esquizontes com cerca de 30 pm de diametro.
Os esquizontes maturos podem atingir 60 pm de didmetro e originam cerca de 30 000
merozoitos. As varias fases assexuadas do ciclo eritrocitario (trofozoitos e esquizontes)
ndo ocorrem no sangue periférico, excepto em casos muito graves. A forma de anel e os
trofozoitos desenvolvidos desaparecem da circulagao sanguinea periférica apos 24 horas
e sdo sequestrados nos capilares dos oOrgdos internos tais como: cérebro, coragao,
placenta, intestino ou bago, onde ocorre o seu desenvolvimento. Este sequestro deve-se
ao fendmeno de citoaderéncia que implica interac¢des moleculares entre as células
endoteliais e os eritrocitos infectados. Os eritrocitos infectados expressam knobs” a sua
superficie, que vao favorecer a ligacdo ao endotélio capilar.

A densidade parasitaria desta espécie atinge niveis mais elevados do que outras
espécies, podendo exceder 30 0000 parasitas por microlitro de sangue. A esquizogonia
eritrocitaria ocorre em 48 horas e o desenvolvimento de acessos febris € por vezes muito
irregular.

O desenvolvimento de gametocitos ocorre nos 0rgaos internos, mas por vezes as
formas jovens sdo visiveis no sangue periférico em casos graves com elevada
parasitémia. Os gametdcitos mais desenvolvidos normalmente aparecem 10 dias apds a
primeira invasdo do sangue periférico. O nimero de gametdcitos presentes na infec¢do
varia entre 50 000 — 150 000 por microlitro de sangue. O mosquito ingere menos de 10
gametocitos por microlitro de sangue em cada individuo infectado (Gilles & Sinden,

2002).

* Knobs: Os eritrocitos parasitados com P. falciparum desenvolvem na sua superficie pequenas
protuberancias que sdo responsaveis pela aderéncia dos eritrocitos infectados ao endotélio dos
capilares conhecidos como citoaderéncia.
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O ciclo esporogdnico nesta espécie serd de 9-10 dias, para uma temperatura

média de 28°C.

1.1.3. Plasmodium vivax

O P. vivax causa a “malaria ter¢a benigna”, pode ser encontrado em diversas
zonas temperadas e em largas zonas das regides tropicais, a excep¢ao da regido

Africana, onde este parasita tem pouco representatividade.

Esta espécie, tal como P. ovale difere notavelmente da malaria causada por
outras espécies por apresentar hipnozoitos como foi referido anetriormente. A duragdo
média da fase de esquizogonia pré-eritrocitara ¢ de 8 dias e um esquizonte maturo pode
originar cerca de 8 000 — 20 000 merozoitos.

Durante o desenvolvimento eritrocitario de P. vivax, todas as formas infectadas
podem ser encontradas no sangue periférico e o glébulo parasitado esta nitidamente
aumentado de volume a semelhanga do que ocorre com P. ovale, ao contrario do que
acontece na infec¢do pelas outras duas espécies de Plasmodium humano. A presenca de
granulagdes de Schuffner sdo bastante caracteristicas e apenas surge na infec¢ao desta
espécie e P. ovale, sendo que neste ultimo, o globulo parasitado mostra tendéncia a
alongar-se, adquirindo uma forma oval e apresentando-se levemente franjado numa ou
nas duas extremidades. Os trofozoitos jovens ou formas de anel desenvolvem-se
rapidamente com tendéncia para mostrar formas amebodides. O esquizonte maduro
contém uma média de 12-16 merozoéitos. Cada merozoito que invade os novos
eritrocitos na fase assexuada do ciclo eritrocitario mede cerca de 1,5 pm de didmetro.
Este processo ¢ repetido aproximadamente em 48 horas. A densidade parasitaria desta
espécie raramente excede 50 000 parasitas por microlitro de sangue.

Os acessos febris do ciclo assexuado tém uma periodicidade tipicamente terca,
desenvolvendo-se os gametocitos no sangue periférico. Estes podem ser detectados pela
primeira vez no sangue dentro de 3 dias depois de aparecimento de parasitas assexuais.

O ciclo esporogonico pode levar 16 dias para uma temperatura de 20°C ¢ 8-10
dias para uma temperatura de 28°C; uma temperatura inferior a 15°C cessa o ciclo

esporogonico.
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I.2. Vector da malaria — Anopheles sp

Existem cerca de 430 espécies pertencentes ao género Anopheles em todo o
mundo, e em condigdes naturais, apenas 70 sdo considerados importantes vectores da
malaria (Service et al., 2002). De acordo com Richards & Davies (1977) os mosquitos
do género Anopheles apresentam a seguinte posi¢ao sistematica:

Reino Animalia
Filo Arthropoda
Classe Insecta
Subclasse Pterigota
Ordem Diptera
Subordem Nematocera
Familia Culicidae
Subfamilia Anophelinae

Género Anopheles

1.3. Epidemiologia da malaria

I.3.1. Distribuicao geografica

Em 2008, a Organizacdo Mundial de Satide (OMS) estimava que a malaria ¢
endémica em 109 paises em todo o mundo, abrangendo um total de 3,3 bilides de
pessoas (WHO, 2008). A sua distribuicao geografica (Figura 2), incide sobretudo nas
regides tropicais e subtropicais. De acordo com Gilles e Snow (2002), P. vivax ¢ a
espécie mais dispersa, distribuindo-se, na maioria das zonas temperadas, podendo
também ocorrer nas regides subtropicais € mesmo nas regides tropicais. Plasmodium
falciparum € a espécie mais comum nos tropicos e subtropicos. Plasmodium malariae
tem uma distribuicdo semelhante a P. falciparum, mas ocorre com menor frequéncia.
Plasmodium ovale encontra-se principalmente na Africa tropical, ocasionalmente nas

regides do Pacifico Ocidental. Esta distribui¢do estd associada com a intensidade de
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transmissdo dos parasitas da malaria, que varia geograficamente de acordo com as
espécies vectores Anopheles. Nas regides aridas e nas regides situadas a elevada altitude
(> 1500 m), o nimero de casos de malaria ¢ habitualmente inferior ao registado em

baixas altitude (< 1000 m) (Bloland, 2001), embora possam ocorrer epidemias.

Figura 2. Mapa da distribuigdo geografica da malaria. B: Areas onde ocorre transmissio de
malaria; [0: Areas com risco limitado; [ Areas sem malaria (adaptado de
http://www.nathnac.org/travel/factsheets/images/map.gif)
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1.3.2. Factores de transmissao

As caracteristicas epidemiologicas da maldria resultam de complexas interacg¢des
entre o homem, o mosquito e o ambiente. O homem tem o seu papel de hospedeiro
vertebrado do parasita e de agente de infeccao. O mosquito Anopheles é o hospedeiro
invertebrado e o agente de transmissdao. O desenvolvimento do parasita da malaria no
mosquito estd muito dependente das condigdes ambientais, temperatura e humidade. As
condigdes Optimas para a forma¢do de esporozoitos sdo entre 25°C - 35°C com
humidade superior a 60°C ¢ cessa quando a temperatura € inferior a 16°C (Gilles &
Snow, 2002). As chuvas facilitam a criagdo de mosquitos, uma vez que levam a
formacdo de pequenas coleccdes de agua utilizadas como locais de postura. As
alteragdes ambientais provocadas pelo homem, como projectos agricolas, sistema de
irrigacdo, desflorestacdo, construcdo de estradas e outras infra-estruturas, facilitam a
dissemina¢do da infec¢do ao criar locais de postura ou possibilitar um maior contacto
entre o homem e o mosquito (Gilles & Snow, 2002). As condigdes sociais e/ou
econdmicas € migracdes em massa de populagdes ndo imunes para areas geograficas
endémicas sdo também factores muito importantes para a epidemiologia da maldria

(Bloland, 2001).

1.3.3. Classificacdao da endemicidade

O termo endemicidade refere-se geralmente ao grau de prevaléncia, a gravidade
e a intensidade de transmissao da malaria numa dada regiao (Russell et al., 1963; Gilles
& Snow, 2002).

A transmissdo de maléria depende: a) da infecgdo no homem b) no mosquito
vector e ¢) na biologia do parasita em ambos hospedeiros (Knell, 1991). O grau de
endemicidade ¢ geralmente estimado com base em métodos quantitativos, quer no
mosquito vector quer nas populacdes humanas. O grau de transmissdo no mosquito
vector ¢ estimado através da: 1) Taxa Entomoldgica de Inoculagdo (TEI) que exprime o
nimero (médio) de picadas potencialmente infectantes de um dado vector, por pessoa e
por dia. Trata-se, em principio, de uma taxa didria mas pode ser expressa

cumulativamente, em relagdo ao més (mensal) ou ano (anual). No caso da malaria, sera
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dada pelo produto da Taxa de Agressividade do vector para o homem e pelo seu Indice
Esporozoitico, definindo-se este como a propor¢ao das fémeas de um vector que
apresenta esporozoitos nas glandulas salivares 2) Capacidade Vectorial (CV), déd-nos o
nimero de novas inoculagdes de esporozoitos (potencialmente infectantes) que a
populacdo local de uma dada espécie de anofelineo € capaz de produzir a partir de um
unico doente e num s6 dia. O seu valor varia entre zero e cerca de duas centenas.
Estima-se em fungdo das seguintes varidveis: a) Indice de Antropofilia (IA) ¢é a
propor¢ao das fémeas com sangue fresco, em repouso, que se alimentaram no homem
(valor varia entre zero e 0,99). b) Frequéncia Diaria de Picada (f) ¢ dada pelo inverso do
numero de dias do ciclo gonotrofico. Assim, a frequéncia didria de picada varia também
entre os limites 0.25 < £<0.5. ¢) Agressividade para o homem (man bitting habit) que ¢
o numero de picadas infligidas ao homem por cada fémea do vector por dia, sendo igual
ao produto das duas variaveis anteriores: a = [A x

Quanto ao grau de endemicidade na populacdo humana de uma dada regido, este
tem sido quantificado com base na Taxa Parasitaria no sangue periférico (propor¢ao de
individuos infectados com Plasmodium numa populagdo) e no Indice Esplénico
(propor¢do de individuos com baco hipertrofiado numa populacdo - o aumento de
tamanho de bago estd associado a uma maior exposi¢do a infec¢do). Com base nestes
dois tipos de indices em criangas dos 2 aos 9 anos, Gilles e Snow (2002) estabeleceram
um sistema de classificacao do nivel de endemicidade da malaria de uma dada regido

(Tabela 1).
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Tabela 1. Classificagio da endemicidade da malaria com base no Indice Esplénico
(aumento do baco) ou da Taxa Parasitaria em criangas dos 2 aos 9 anos de idade.

(Adaptado de Gilles & Snow, 2002).

Tipo Indice esplénico Taxa parasitaria Descricao
Hipoendémica Nao excede os 10% Nao excede os 10%, Areas onde existe pouca transmissio
pode ser mais elevada e os efeitos, num ano normal,
numa parte anual. sobre a generalidade da populagéo

sdo pouco importantes
Mesoendémica Entre 11 e 50% Entre 11 e 50% Tipico das comunidades rurais
em zonas subtropicais onde o risco

de transmissdo existe

Hiperendémica  Constante > 50%, Constante > 50%. Areas onde a transmissdo ¢ intensa
também elevado em mas sazonal onde a imunidade é
adultos (> 25%) insuficiente em todas as faixas etarias
Holoendémica  Constante > 75%, Constante > 75% em Transmissdo perene, intensa,

mas baixo em adultos  criangas com 0-11 meses resultando num consideravel grau
de imunidade com a excepg¢ao das

criancas

Existem também outros parametros que sao utilizados para medir a ocorréncia
da doenca: a prevaléncia (nimero de casos que existem numa determinada populagdo,
numa dada ocasido - expressa em percentagem) e a incidéncia (nimero de novos casos
que ocorre numa populagdo num determinado periodo de tempo - expressa em
percentagem) (Knell, 1991).

A malédria numa dada regido pode ser classificada como epidémica quando
ocorre um aumento subito, ocasional ou por vezes periddico, da incidéncia de casos e
por outro lado, ¢ classificada como endémica quando existe uma incidéncia constante de
casos por periodos de anos sucessivos.

De acordo com a transmissdo, a maldria diz-se estavel quando o nivel de
transmissdo ¢ intenso e constante, com flutuagdes pouco acentuadas de ano para ano; a

transmissdo ¢ continua mesmo que realizada por poucos vectores. Os niveis de
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imunidade sdo elevados devido a inoculagdes intensas e constantes. Por outro lado é
instavel, quando a transmissdao nao € constante, sofrendo variagdes de ano para ano. A
aquisi¢cao da imunidade na populagdo ¢ mais baixa, podendo ocasionar epidemias.

A malaria pode ser ainda designada por autdctone, quando ¢ contraida
localmente; importada, quando ¢ adquirida fora da zona onde ¢ diagnosticada; induzida,
quando ¢ contraida de forma acidental/deliberado através de sangue contaminado e
ainda pode ser considerada como uma doenga introduzida, quando resulta um caso

secundario da transmissao local a partir duma fonte de infeccao importada.

I.4. Controlo da Malaria

A eficacia no controlo dos mosquitos apos a descoberta do DDT em 1939 gerou
o optimismo de que a malaria poderia ser eliminada. Em 1955, a OMS (Organizagao
Mundial de Satde) langou a campanha da erradicacdo através da implementagcdo de
extensos programas de pulverizagoes com DDT (Dicloro Defenil Tricloroetano) em
areas endémicas de malaria por todo o mundo. Em algumas regides a malaria tinha sido
erradicada com sucesso, mas o programa foi implantado apenas até 1969 por se ter
reconhecido que a erradicacdo global ndo seria atingida (Wellems et al., 2001). No
entanto, esta doenga que parecia até 2001 encontrar-se em expansao (Bloland, 2001),
hoje, perante a situagdo da malaria nas regides tropicais e as suas consequéncias ao
nivel mundial, durante o periodo de 2001 a 2006, a OMS conduziu uma actualiza¢do em
grande escala para os problemas do controlo a malaria. A estratégia realga a importancia
do conhecimento e a especificidade epidemiologica da malaria de cada pais, regido e
mundial (WHO, 2008).

Em 2005, a Assembleia Mundial de Satide (AMS), desenvolveu sucessivamente
o combate a maldria com o objectivo de atingir a cobertura de 80% da populagdo em
risco de maléria através de quatro intervencdes chaves, tais como: redes impregnadas
com insecticidas, farmacos apropriados para pessoas com malaria confirmada
(associagdo teraputica a base Artemisinina), pulverizagdes intra-domicilidrias e
tratamento preventivo periddico para mulheres gravidas (WHO, 2008). A
implementa¢dao do plano tem mostrado resultados interessantes. De facto, os estudos

recentes realizados na Gambia (Ceesay et al., 2008), no Quénia (Fegan et al., 2008;
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O’Meara et al., 2008) e na Eritreia, Ruanda, S3o Tomé e Principe, Madagascar, Zambia,
Tanzania; Asia - Cambodja, Laos, Filipinas, Suriname, Tailandia e Vietname, mostram
uma diminuicdo drastica no nimero de casos clinicos e mortes devidos a malaria
(WHO, 2008). No entanto, estes dados tem gerado algumas controvérsias no assunto
dado que a maior parte das pessoas nas regides endémicas ndo existem um verdadeiro
conhecimento do impacto real que malaria tem sobre a satide publica. Alguns autores
dizem que estes nimeros resultam apenas sub-notificao, uma vez que, a maior parte das
avaliagdes epidemiolodgicas sdo ainda retrospectivas, € os sistemas de informagdo sao
inoperantes.

A deterioragdo do controlo mundial da malaria, pode ter sido devida
fundamentalmente a dois factores: por um lado a faléncia do controlo dos vectores e por
outro lado o aparecimento de estirpes de plasmodios resistentes aos antimalaricos
(Garin et al., 1991). A resisténcia do mosquito a alguns dos insecticidas usados esta ja
documentada (Chandre et al., 1999; Collins et al., 2000). Por outro lado a rapida
expansao geografica de resisténcia do parasita aos antimaldricos, especialmente a
cloroquina, tornou-se um problema crucial para a satde publica, tendo sido o termo
“erradicacdao” substituido pelo termo ‘“controlo” (WHO, 1985). Em todos os paises
endémicos onde P. falciparum e P. vivax co-existem e sdo transmitidos pela mesma
espécie de vector, o programa de controlo e sua implementagdo, inclui varias medidas
de controlo baseadas no conhecimento da transmissao de P. falciparum. No entanto,
estas medidas podem ndo ser eficazes para o controlo de P. vivax (Sattabongkot et al.,
2004). O controlo desta espécie tem-se agravado por varias razdes tais como: falta dos
farmacos disponiveis contra os hipnozoitos nos hospitais/clinicas/comunidades na maior
parte das regides endémicas, diferentes regimes terapéuticos, falta de
vigilancia/monitorizagdo da eficicia dos firmacos no tratamento dos hipnozoitos e a
prevaléncia dos casos assintomaticos entre as populacdes semi imunes.

O controlo da malaria deveria assentar, idealmente, numa vacina antimalarica.
Isto porém, podera nao ser facilmente alcangéavel, devido a diversas dificuldades do foro
ndo so6 da biologia do proprio parasita mas também aos niveis financeiro e logistico,
incluindo as dificuldades de implementagdo. A complexidade do ciclo de vida dos
plasmodios, quer no homem, quer no vector, ¢ dos fendémenos bioldgicos a ele

associados, tornam extraordinariamente dificil obter uma vacina. Os estudos que
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permitiram o desenvolvimento de varios tipos de vacina usando esporozditos,
merozditos eritrocitarios ou gametocitos, sdo notaveis, uma vez que cada um deles
induz uma protec¢ao eficaz, especifica de estadio e temporaria contra a espécie de
parasita homologa, em varios hospedeiros.

Contudo, nenhum destes métodos poderd servir como uma via pratica de
imunizagao contra a malaria, pelo menos por enquanto.

Os factores sociais, como a localizagdo de tipo de habitagdes e o uso de
repelentes, mosquiteiros e actividades profissionais influenciam o risco de contrair
malaria. A sua identificagdo poderd contribuir para estabelecer medidas de controlo
locais mais apropriadas (Greenwood, 1999). Outro factor importante para o controlo da
maléria ¢ o diagndstico precoce e uma terapéutica correcta e eficaz. Além disso, em
varias areas endémicas, o acesso a saude publica ¢ limitado e quando ¢ acessivel, por
vezes o pessoal de satde tem baixo nivel de formacdo e existe falta de

apoio/equipamento (Bloland, 2001).

I.5. Antimalaricos

Os antimalaricos podem ser classificados segundo dois critérios: (I) com base na
susceptibilidade e local de acc¢ao do ciclo evolutivo do plasmdédio; (II) com base na sua

estrutura quimica e/ou no principal mecanismo de ac¢ao (Tabela 2).

I. Tipo de accao

Tendo em conta o estagio do ciclo de vida do parasita no qual actuam e a sua
valorizagdo terapéutica, os farmacos antimaldricos sdo classificados como:

1. Esquizonticidas tecidulares: fdrmacos que actuam sobre as formas assexuadas
dos parasitas nos tecidos. Podem ser: 1) usados como agente profilatico causal:
actua sobre as formas teciduais primdrias ou formas exoeritrocitarias primarias,
prevenindo a invasdo de novos eritrdcitos e 2) usado como farmaco anti relapso:
actua sobre formas exoeritrocitarias ou formas teciduais de P. vivav e P. ovale,

sendo capazes de levar a cura radical.
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2. Esquizonticidas sanguineos: firmacos que actuam por inibicdo do
desenvolvimento e destruicao das formas assexuadas dos parasitas na corrente
sanguinea (fase eritrocitaria) sendo, de um modo geral, utilizados com fins
curativos.

3. Gametocitocida: farmaco que destroi todas as formas sexuadas do parasita,
também actua na fase de desenvolvimento do parasita nos mosquitos (Bruce-
Chwatt et al., 1981).

4. Esporontocida: Farmaco que actua indirectamente sobre as formas
esporogonicas no mosquito através de transformacdes nos gametocitos
(prevenindo ou inibindo a formagdo de oocistos and esporozoitos) (Bruce-

Chwatt et al., 1981).

II. Estrutura Quimica

Segundo a sua classificagdo (estrutura quimica), os antimaldricos podem ser
divididos em trés grupos: um referente ao grupo dos compostos antifolatos, outro
referente aos compostos quinoleinicos e por ultimo, o grupo da artemisinina e seus
derivados (Olliaro, 1999; revisto por Delfino et al., 2002), sendo os mais utilizados os
compostos quinoleinas e antifolatos, devido ao facto de se apresentarem como

relativamente acessiveis, faceis de distribuir e eficazes.
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Tabela 2. Actuagdo dos farmacos de acordo com classes de antimalaricos em diferentes

estagios do ciclo de vida de P. falciparum (adaptado de Bruce-Chwatt ef al., 1981).

Classe Nome Estrutura Quimica Eficacia

Quinoleinas  QUIN quinoleinometanois Esquizonticida sanguinea, Gametocitocida®
AQ 4-aminoquinolinas Esquizonticida sanguinea
CQ 4-aminoquinolinas Esquizonticida sanguinea
HAL 4-quinoleinometandis  Esquizonticida sanguinea
MEF 4-quinoleinometandis  Esquizonticida sanguinea
PRIM 8-aminoquinoleinas Esquizonticida tecidual®, Gametocitocida,

Esporontocida

Antifolatos PYR 2,4-diaminopirimidina  Esquizonticida sanguinea, Esporontocida.
PG derivados de biguanida Esquizonticida sanguinea, Esporontocida
SDX Sulfonamida Esquizonticida sanguinea

Artemisinina Artemisinina Lactona sesquiterpénica Esquizonticida sanguinea
e Derivados  Artesunato Sal sddico do semi-éster
de 4cido succinico da
desidroartemisinina Gametocitocida
Artemeter Metil-éter da

dihidroartemisinina

QUIN, Quinino; AQ, Amodiaquina; CQ, Cloroquina; HAL, Halofantrina; MEF, Mefloquina;
PRIM, Primaquina; Pyr, Pirimetamina; PG, Proguanil; SDX, Sulfadoxina. * Eficaz como
gametocitocida de P. vivax, P. malarie ¢ P. ovale; P Eficaz como esquizonticida tecidual de P.
vivax e P. ovale.
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I.5.1. A Resisténcia aos Antimalaricos

Com a falta de uma vacina eficaz, o controlo da malaria tem sido baseado
principalmente no controlo do mosquito vector através do uso de redes mosquiteiras
impregnadas com insecticidas ou por pulveriza¢do intra-domicilidria (prevengdo de
contactos entre humanos e mosquitos) e o recurso de diversos farmacos antimalaricos
tanto para cura como para profilaxia. No entanto, o surgimento e propagacao de
parasitas resistentes nas ultimas décadas, tornou-se um dos maiores obstaculos para o
eficaz controlo da malaria (WHO, 2001a). A resisténcia ¢ definida pela OMS como “a
capacidade que uma estirpe parasitaria tem de sobreviver e/ou multiplicar-se apesar de
administracdo e absorcdo de um dado farmaco, em doses iguais ou maiores as
habitualmente recomendadas, mas dentro dos limites de tolerdncia do individuo”
(Bloland, 2001).

A quimio-resisténcia em malaria pode depender de varios factores, incluindo as
caracteristicas do proprio farmaco, do hospedeiro humano, do parasita e, ainda do
vector e factores ambientais (Wongsrichanalai et al., 2002).

Nas caracteristicas associadas ao agente antimaldrico, podemos referir: 1) o
nimero e tipo limitado de farmacos, conduzindo a monoterapia e a administracdo
indevida e/ou inadequada de farmacos o que permite o aumento da selec¢ao de parasitas
resistentes com a pressdao de farmacos, (Onori, 1986; Payne, 1988), 2) a resisténcia
cruzada entre farmacos da mesma classe (quimicamente semelhantes), permite que a
resisténcia a um deles facilite o desenvolvimento de resisténcia ao outro antimalarico
(Hall et al., 1975; Basco et al., 1991) e 3) as combinacdes de farmacos com tempos de
semi-vida diferentes também pode seleccionar parasitas resistentes, durante o periodo
em que um dos farmacos ja foi completamente eliminado (Watkins et al, 1993;
Wongsrichanalai et al., 2002).

Na populagao hospedeira, a quimio-resisténcia depende do estado imunitario e
ma nutricdo (Cravo et al., 2001, 2002). O sistema imunitario tem o seu papel na
eliminacdo da parasitémia residual apos o tratamento. A ma nutricdo e outras infec¢des
concomitantes favorecem a imunodepressdo, aumentando a probabilidade de
sobrevivéncia dos parasitas nao eliminados pelo farmaco (Djimde et al., 2003; White,

1997). Além disso, a resisténcia tem mais probabilidade de aparecer, alastrando-se
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também mais facilmente, em populacdes com uma imunidade reduzida, especialmente
em areas onde ndo estejam a ser implementadas medidas de controlo vectorial
adequadas.

A nivel do parasita, a resisténcia surge quando um ou mais individuos
constituintes de uma populacdo parasitaria possuem uma ou mais mutagdes que lhe
proporcionam uma vantagem selectiva na presenga de concentragdes de fArmaco que em
condi¢gdes normais inibiriam a proliferacao da fracg¢ao sensivel da populagdo parasitaria
(Peters, 1990; Hasting & D’ Alessandro, 2000).

Por ultimo, também se apontam o vector e os factores ambientais pois podem
influenciar a proliferagdo dos parasitas resistentes. Por exemplo, os parasitas resistentes
podem ter uma vantagem adaptativa para a reprodugdo em certos mosquitos Anopheles

em relacdo a parasitas portadores do alelo selvagem (Wernsdorfer, 1994).

I.5.2. Epidemiologia e Distribuicao da resisténcia

Nesta sec¢do, serdo abordados a epidemiologia e a distribuicao de resisténcia
dos antimalaricos a nivel mundial representada na Figura 3, descrevendo sobretudo a
situacdo em P. falciparum e P. vivax de acordo o estudo deste trabalho.

A resisténcia de P. falciparum a cloroquina tem sido relatada em todas as
regides do Sudeste Asiatico onde a malaria ¢ endémica (Wernsdorfer & Payne, 1991;
WHO, 2001a,b). As primeiras observac¢des surgiram no final dos anos 50 na regido
fronteirica da Tailandia com o Camboja e, simultaneamente, na Colombia, mais tarde,
na Africa em 1978 (Harinasuta e al., 1962, 1965; Wongsrichanalai et al., 2002). A
larga utilizacdo deste farmaco no combate a maldria, contribuiu para a ampla
distribui¢do da resisténcia em diversas areas geograficas (Peters, 1987). Actualmente,
todas as regides onde a malaria ¢ endémica apresentam parasitas resistentes a cloroquina
(Su et al., 1997; Satyanarayana et al., 1991). Sendo assim, este fairmaco ¢ ainda
utilizado mas apenas para o tratamento de infec¢do por P. vivax (Congpoung et al.,
2002; Tasnor et al., 2006).

No caso da resisténcia a amodiaquina, tem-se verificado que em algumas regides
onde existem elevados niveis de resisténcia a cloroquina, a eficicia terapéutica da

amodiaquina pode ser reduzida (Ochong et al., 2003).
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O quinino ¢ o farmaco mais antigo, foi introduzido como farmaco eficaz no
tratamento da malaria no inicio do século XVII (Na-Bangchang et al., 2007), mas até a
data a resisténcia a este composto parece ndo ter sofrido grande propagacdo. Os
primeiros registos de suposta resisténcia de P. falciparum ao quinino surgiram em 1910
(Bjorkman et al., 1990). Nos ultimos anos, a sua eficicia tem vindo a reduzir-se e
ocorrem alguns casos pontuais de resisténcia em varias regioes do Sudeste Asiatico e
Brasil, ndo sendo no entanto ainda considerado um problema mundial (Bunnang, 1980;
Mesnick, 1997; Na-Bangchang et al., 2007)

A mefloquina foi produzida durante os anos 70, como alternativa aos
antimaldricos existentes. No entanto, no inicio dos anos 80 (Bjorkman et al., 1990),
surgiram pela primeira vez alguns casos de resisténcia a este farmaco na Tailandia
(Boudreau et al., 1982; Harinasuta et al., 1983). Actualmente ¢ j& bastante frequente no
Sudeste Asiatico, sendo este facto ndo apenas pela pressao selectiva do proprio farmaco
mas também pela influéncia do uso de outros farmacos quimicamente relacionados
nomeadamente o quinino, muito utilizado antes da introducdo de mefloquina
(Wernsdorfer, 1994). Em Africa, a resisténcia a este farmaco surge ainda de forma
esporadica (Mockenhaupt, 1995).

A combinagdo sulfadoxina — pirimetamina (SP) foi a primeira associacdo de
farmacos com caracteristicas antimalaricas, considerada como opg¢ao de primeira linha,
tendo sido introduzida para o tratamento de P. falciparum durante os anos 60.
Rapidamente, no entanto, surgiram relatos de resisténcia na regido fronteiriga da
Tailandia com o Camboja (Malikul, 1988; Bjorkman et al., 1990; Wernsdorfer, 1994).
Actualmente existem ja elevados niveis de resisténcia em toda a regido do Sudeste
Asiatico e na Amazoénia (Guarda et al., 1999; Wongsrichanalai et al., 2002). Em Africa,
a incidéncia da resisténcia a sulfadoxina — pirimetamina (SP) estd em expansdo, com 0
aumento da utilizagdo dos mesmos. No entanto, em 1994, foram j4 registados elevadas
niveis de resisténcia a SP, em criancas na Tanzania (Ronn ef al., 1996).

No caso do P. vivax, os primeiros relatos de resisténcia a cloroquina surgiram
por volta de 1989 na Papua Nova Guiné e muito recentemente na América Central e
Sul, incluindo Guyana (Schuurkamp et al., 1989; Djapa et al., 2007), na Indonésia
(Baird et al., 1991; Schwartz et al., 1991), Tailandia ¢ Birmania (Myat et al., 1993;
Tan-ariya et al., 1995), subcontinente Indiana (Dua et al., 1996; Garg et al., 1995).
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Actualmente, a regido do globo mais afectada pela resisténcia do P. vivax a cloroquina ¢
o Sudeste Asiatico (Rieckman, 1989; Baird ef al., 1991; Malar-Than et al., 1995), com
relatos de casos esporadicos em algumas das regides da Asia e América do Sul (Na-
Bangchang et al., 2007).

O P. vivax desenvolveu também resisténcia a sulfadoxina-pirimetamina em
muitos dos paises endémicos onde foram adaptados como antimalaricos de primeira
linha de tratamento. Actualmente, foram registados varias falhas terapéuticas em
pacientes infectados com P. vivax no Sudeste Asidtico ¢ na América do Sul, onde a
maldria desta espécie ¢ endémica (Imwong et al., 2001; Plowe et al., 2007; Tjitra et al.,

2002; Picot et al., 2005).
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Figura 3. Mapa da distribuicdo geografica da resisténcia de P. falciparum aos antimaldricos
(adaptado de Wongsrichanalai et al., 2002). o: Resisténcia a cloroquina; m: Resisténcia a
sulfadoxina-pirimetamina; * : Mulitiresisténcia; &: Areas sem malaria; [': Areas em risco da
malaria.
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1.5.3. Multiresisténcia

A multiresisténcia de P. falciparum ¢ definida como fenotipo de resisténcia a
dois ou mais farmacos de classes quimicamente diferentes (Wernsdorfer, 1994;
Wongsrichanalai et al., 2002). A resisténcia a varios antimaldricos em simultaneo
resulta da utilizacdo frequente e simultanea dos mesmos, provocando uma pressao
selectiva que culmina no aparecimento deste fendomeno de multi-resisténcia. A
resisténcia cruzada entre antimalaricos estd relacionada com os aspectos comuns dos
seus mecanismos de ac¢do, bem como dos mecanismos de resisténcia que lhes estdo
associados (Le Bras & Durand, 2003). Actualmente, a regido mais afectada ¢ o Sudeste
Asiatico, principalmente na Tailandia, Myanmar e Camboja, a multiresisténcia de P.
falciparum aos farmacos refere-se a quase todas as drogas disponiveis inclusive a
resisténcia a cloroquina, a sulfadoxina — pirimetamina e a mefloquina; a eficacia do
quinino tem-se reduzido também progressivamente (Na-Bangchang et al., 2007).

De forma a combater o fendmeno de resisténcia e obter melhores resultados no
tratamento, a OMS recomendou o uso da associagao terapéutica a base de artemisinina
(ATC) e seus derivados, apesar de serem em média dez vezes mais dispendiosas do que
os farmacos tradicionais (WHO, 2001b). As vantagens das combinagdes terapéuticas
com base dos derivados da artemisinina estdo relacionadas com o modo de accao e
propriedade unica desta classe, tais como: rapida e redugao significativa da parasitémia,
rapido desaparecimento dos sintomas clinicos, eficacia contra estirpes de P. falciparum
multi-resistentes, reducdo o transporte de gametocitos (o que reduz a transmissio)
(WHO, 2001b).

Curiosamente, muito recentemente publicaram os primeiros relatos de
resisténcia a artinsiminina no Camboja (Enserink, 2008). Este fendomeno constitui um
desastre global, com graves repercussdes no controlo da malaria, uma vez que
actualmente a associagdo terap€utica a base artemisinina considerada como alternativa

no tratamento aos parasitas resistentes.
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1.5.4. Marcadores moleculares de resisténcia em P. falciparum e P. vivax

A monitorizacdo da prevaléncia de parasitas resistentes a um determinado
composto ou farmaco, a nivel regional e individual é um factor determinante no
controlo da maléria. Os métodos tradicionais de avaliacdo da sensibilidade do parasita a
antimalaricos baseiam-se sobretudo em testes in vivo e/ou in vitro. Nas ultimas décadas
os marcadores moleculares de resisténcia tém sido utilizados como uma prioridade de
investigacao cientifica em malaria sobretudo na vigilancia dos farmacos.

Os marcadores moleculares para a quimio-resisténcia da malaria baseiam-se nas
mutagdes em determinados genes que conferem a resisténcia do parasita ao firmaco
utilizado no tratamento. Assim, a informac¢ao dos marcadores moleculares de resisténcia
podera ser aplicado como ferramenta na monitorizagao do aparecimento € a propagacao
da quimio-resisténcia em populagdes naturais e permitindo assim a possibilidade de
modificar os esquemas terapéuticos e/ou profilaticos em uso numa determinada regido.
O resultado de um estudo, efectuado no Mali (Djimde et al., 2001), serviu
inclusivamente para que a politica terapéutica da malaria fosse reajustada naquele pais,
realcando assim a importancia pratica da utilizagdo da informacdo molecular no
controlo da malaria.

De seguida, apresenta-se informagdao sobre os marcadores genéticos de
resisténcia associados aos compostos mais utilizados no combate ao P. falciparum e P.

vivax (resumido na Tabela 3).
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Tabela 3. Marcadores moleculares de resisténcia em P. falciparum e P. vivax e sua

associacao com resisténcia clinica (in vivo).

Espécies Farmaco Marcador
Resistente
P. falciparum CQ crt K76T*
AQ, MEF ,

QUIN" e HAL® mdrl N86Y"; Y184F®, $1034C®, N1042D, D1246Y"
mdrl (Numeros de copia>1)

PYR dhfr S108N/T¢, N511 ¢ C59R

SDX dhps S436A/F, A437GS, K540E, A581G, A613S/T
P. vivax PYR dhfr- 13L, P33L, F57L, S58R, S117N/T® 1173F/L

SDX dhps A383G*, A553G

CQ Nao identificado

? Bastante elevada; b Ocasional; ¢ Elevada (108N/T e 437G, essencial para a resisténcia a
pirimetamina e sulfadoxina, respectivamente. Outras mutagdes aumentam resisténcia); d
Elevada (117N/T e 383G, essencial para a resisténcia a pirimetamina e sulfadoxina,
respectivamente. Outras mutagdes aumentam resisténcia).

1.6. Modo de ac¢cao e mecanismo de resisténcia aos antimalaricos

Tendo por base o objecto do estudo deste trabalho, serdo seguidamente
abordados os modos de ac¢do e mecanismos de resisténcia aos antimalaricos,
destacando nomeadamente o grupo das quinoleinas e dos antifolatos, devido a

frequéncia do seu uso em Timor Leste.
1.6.1. Cloroquina

A cloroquina foi descoberta nos anos 30s e sintetizada na Alemanha durante a
segunda guerra Mundial. Foi introduzida em todas as regides endémicas e tornou-se

como o principal farmaco mais utilizado com sucesso. Este sucesso baseia-se na sua

eficacia contra as formas eritrocitarias de P. falciparum, uso facil, baixa custo e com
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poucos efeitos secundarios (Bickii ef al., 1988; Ginsburg et al., 1999a; Cravo et al.,
2002; Hasting et al., 2002).

O modo de acgao da cloroquina baseia-se na interferéncia com a destoxificagdo
do grupo hemo que ¢ produzida durante a digestdo da hemoglobina, levando a sua
acumulacdo na forma livre, em concentragdes elevadas, o que provoca a morte do
parasita (Ginsburg et al., 1999b). Esta acumulagdo deve-se ao facto de, como base fraca
e diprotonada que €, a cloroquina difundir-se nas vesiculas acidas dentro do vacuolo
digestivo do parasita em condigdes fisioldgicas normais (Yayon et al., 1984).

Tém sido propostas vérias teorias, no sentido de explicar os mecanismos de
accdo da cloroquina incluindo a inibicdo de sintese das proteinas (Surolia &
Padmanaban, 1991) e inibicdo de sintese da DNA e RNA (Cohen & Yielding, 1965;
Meshick, 1990), embora estas explicagdes parecem improvaveis desde que as
concentragdes de droga requerida para o efeito letal no parasita podem ser muito
elevadas relativamente aos observados “in vivo” (Cravo et al., 2006). No entanto,
admite-se que o mecanismo de actuagdo da cloroquina envolva 1) a inibicao da
detoxificagdo do grupo hemo no vacuolo digestivo, evitando a formagao de hemozoina
por se ligar ao grupo hemo, permitindo que este fique livre e toxico para o parasita e, 2)
o grupo hemo ndo polimerizado, ou seja livre, sai do vacuolo digestivo para o
citoplasma onde a cloroquina inibe a sua degradagao via GSH, por inibigdo competitiva,
permitindo que o grupo hemo se acumule nas membranas permeabilizando-as a catides
ou se ligue a proteinas conduzindo a morte do parasita (Ginsburg et al., 1999b). Os
estudos efectuados por outros autores (Figura 4) mostram que a cloroquina actua pela
formacao de complexos com o hemo (FP-IX), bloqueando a formagdo de hemozoina
e/ou a degradagdao do hemo pelo glutatido (GSH), provocando o stress oxidativo (Loria
et al., 1999) que pode conduzir o peroxido da membrana lipidica do parasita,
degradag¢do do DNA, oxidacdo proteica e originando a morte do parasita (Kumar et al.,
2007). Desta forma, pensa-se que a cloroquina actua por inibi¢ao funcional de uma ou
mais das enzimas envolvidas neste processo, impedindo assim a destoxificacdo da FP-

IX e originando a morte do parasita (Ginsburg et al., 1999b).
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Figura 4. Esquema representativo do mecanismo de ac¢o da cloroquina (Adaptado de Kumar
et al., 2007).

Em relacdo ao mecanismo de resisténcia, sabe-se que a cloroquina actua pela
formagdo de complexos com o hemo inibindo a degradacao do grupo hemo via redugao
da glutatido (GSH). Sendo assim, quanto maior a concentracdo de GSH no parasita,

maior concentragdo de cloroquina sera necesséria para inibir a degradacdo do grupo
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hemo. Desta forma, o aumento dos niveis de parasitirios de GSH podem ajudar o
parasita para proteger os efeitos toxicos da cloroquina, aumentando e/ou contribuindo
para a resisténcia (Cravo et al., 2006) e, a resisténcia podera surgir por modificagdo na
expressao ou alteracao funcional desta enzima: y glutamil-cisteinil sintetase (y-GCS).

Contudo, o mecanismo de resisténcia do P. falcipaum a cloroquina parece estar
associada com a alteracdo de acumulagdo ou efluxo do farmaco dentro dos parasitas
(Foote & Cowman, 1994; Ward et al., 1995; White, 1999; Olliaro, 2001). Os parasitas
resistentes a cloroquina acumulam no vacuolo digestivo niveis de farmacos bastante
inferiores aos acumulados por parasitas sensiveis (Fitch, 1969; Krogstar et al., 1988;
Foley & Tilley, 1998; Cowman, 2001). Estudos prévios demonstraram que 1) a reducao
da quantidade de farmaco nos parasitas resistentes também envolve alteracdes de pH no
vacuolo digestivo ou efluxo do farmaco através do citoplasma do parasita ou membrana
do vacutolo digestivo (Wellems & Plowe, 2001; Bras et al, 2003), 2) a menor
acumulacdo se deve ao aumento do efluxo e ndo a diminui¢ao da acumulacao (Krogstad
et al., 1987; Sanchez et al., 2003) e ainda que 3) os parasitas resistentes incorporam
maior quantidade na presenca de verapamil® (Bickii et al., 1988). A demonstracio de
que o fenodtipo de resisténcia a cloroquina, pode ser modulado pelo verapamil (Bras et
al., 2003), sugeriu semelhancas com o fenotipo de multiresisténcia (multi-drug
resistance MDR) observado em células tumorais. Deste modo, foi identificada uma
proteina denominada Pghl (produto do gene Pfimdrl) na membrana do vacuolo
digestivo do P. falciparum (Bras et al., 2003), a qual parece estar relacionada com o
mecanismo de resisténcia a cloroquina (Foote et al., 1989, 1990a). Estd demonstrado
por Van Es et al, (1994) que as alteragdes de aminoacidos nesta proteina podem
conduzir a alteragdes na acumulagdo de cloroquina.

Dois genes tém sido envolvidos na resisténcia do plasmodio as quinoleinas: os
genes Pfmdrl (P. falciparum multi-drug resistance 1) e o gene Pfcrt (P. falciparum
chloroquine resistance transporter) (Lopes et al., 2002b; Cravo & Rosario, 2002), cujos
produtos se encontram localizados no vacuolo digestivo.

O Pfmdrl ¢ um gene polimorfico localizado no cromossoma 5 que codifica uma
glicoproteina homologa (Pghl) da familia transportadora ABC, com 162 kDa. Esta

proteina (Pghl), esta envolvida directa ou indirectamente na concentracdo da cloroquina

3 Verapamil: compete com os farmacos pelos receptores do transportador
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dentro do vactolo digestivo do parasita P. falciparum (Cowman et al., 1994; Reed et
al., 2000; Hyde, 2007).

Estudos in vitro (Reed et al., 2000; Duraisingh et al., 2000a; Price et al., 1999;
2004) e transfeccdo génica (Dorsey et al., 2001; Wongsrichanalai et al., 2002;
Wernsdorfer & Noedl, 2003) demonstraram que as mutacdes pontuais no gene Pfimdrl
tém a capacidade de modular as respostas do parasita ndo sé a cloroquina, mas também
a outras quinoleinas, tais como mefloquina e quinino (Dorsey et al., 2001;
Wongsrichanalai et al., 2002; Wernsdorfer & Noedl, 2003). Reed e colaboradores
(2000) associaram positivamente muta¢des no gene Pfindrl, codificando alteragdes nos
aminoacidos Ser1034, Asnl042 e Aspl246 com a modulacio da sensibilidade a
cloroquina, mefloquina, quinino e halofantrina. Foram também identificadas mutagdes
pontuais na sequéncia do mesmo gene, responsaveis por alteragcdes nos aminoacidos 86,
184, 1034, 1042 e 1246, que podem estar relacionados com variagdes da especificidade
na ligacdo ao substrato (Foote et al., 1990). No entanto, foi verificada uma segregacao
independente de mutacdes no gene Pfindrl e a resisténcia a cloroquina, a partir da
analise de um cruzamento genético entre um parasita sensivel, P. falciparum HB3 e
outro resistente Dd2 (Wellems et al., 1990). De facto, parece ndo existir uma associagao
evidente entre o gene Pfimdrl e as respostas a cloroquina em populagdes parasitarias
naturais (Bhattacharya et al., 1997; Lopes et. al., 2002a,b). Sendo assim, estudos
prévios em varias regioes geograficas, baseados em epidemiologia molecular,
demonstraram que mutagdes no gene Pfmdrl parecem estar associadas com a
resisténcia a cloroquina na Africa Ocidental e Indonésia (Adagu et al, 1996; Grobusch
et al., 1998, Huaman et al., 2004a), embora nem sempre exista uma correlacao total
entre as mutacdes pontuais no gene Pfmdrl e a resisténcia a cloroquina como
comprovam alguns estudos efectuados com amostras colhidas noutras areas (Awad-El-
Karim et al, 1992; Babiker et al., 2001; Happi et al., 2003), o que sugere fortemente que

outros genes possam estar envolvidos no fenotipo de resisténcia.

A analise de "linkage" e mapeamento cromossomico de clones originarios do
cruzamento HB3 x Dd2, permitiu localizar o cromossoma 7 como determinante de
resisténcia a cloroquina (Wellems et al.,, 1991), que inicialmente originou a
identificacdo do gene Pfcg2 como sendo determinante de resisténcia a cloroquina (Le

Brés et al., 1996; Su et al., 1997). Posteriormente foi identificado outro gene, Pfcrt, no
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qual uma mutagdo no aminoacido 76 (Pfcrt K76T), apresenta uma correlagdo completa
com a resisténcia a cloroquina em isolados de P. falciparum recolhidos em regides
endémicas (Fidock et al., 2000; Babiber ef al., 2001; Lopes et al., 2002a,b; Sidhu et al.,
2002). Em concordancia, o papel importante da mutacdo Pfcrt K76T na inducdo de
resisténcia ao farmaco foi posteriormente confirmado através de experiéncias de
transfeccdo genética (Fidock et al., 2000; Sidhu et al., 2002). A resisténcia a cloroquina
¢ conferida por mutagdes no gene Pfcrt que codifica uma proteina transportadora com
48 kDa, localizada no vacuolo digestivo do parasita, local de ac¢ao da cloroquina
(Fidock et al., 2000; Sidhu et al., 2002; Kublin ef al., 2003; Cooper et al., 2005). Estao
descritos 15 polimorfismos de aminoacidos no gene Pfcrt associados com a resisténcia a
cloroquina nos isolados de campo (Cooper et al., 2005), onde se inclui o Pfcrt76, que de
todas estas mutacOes ¢ a mais indicativa de existéncia da resisténcia ao farmaco

cloroquina (Wellems et al., 2001).

1.6.2. Amodiaquina

A amodiaquina foi apresentada pela primeira vez no encontro da Sociedade de
Quimica Americana em 1946 e desde entdo tem sido utilizado em larga escala como um
dos farmacos antimalaricos (Thomas et al., 2004). A amodiaquina ¢ uma 4-
aminoquinoleina com uma estrutura quimica muito semelhante a cloroquina, sendo mais
eficaz no tratamento de maléria como esquizonticida.

Actualmente ¢ utilizada como primeira linha do tratamento da maléaria nos
Camardes ou em combina¢do com outros farmacos como na Ruanda, Burundi, Zanzibar
e Tanzania (Thomas et al., 2004).

Tal como a cloroquina, a amodiaquina ¢ acumulada dentro do vactolo digestivo do
parasita inibindo a polimerizacdo (cristaliza¢do) do heme (Fitch et al., 1974, Ginsburg,
1999; Ginsburg et al., 1998). O mecanismo de resisténcia a amodiaquina ndo esta
completamente esclarecido, no entanto, pela similaridade da estrutura quimica
apresentada entre a amodiaquina e a cloroquina, pensa-se que 0s mecanismos de
resisténcia do parasita a ambos fairmacos sejam comuns (Basco & Le Brés, 1992). Um
estudo in vivo efectuado por Holmgren et al. (2006a), no Quénia, demonstrou uma forte

associacao entre os dois polimorfismos do gene Pfcrt e fendtipos de resisténcia a
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amodiaquina, tendo sido esta semelhan¢a também encontrada noutro estudo no Sudao
por Ochong et al. (2003). Num outro estudo mais recente realizado por Holmgren et al.

(2006b) nao foi identificada nenhuma associagao do gene Pfmdrl a amodiaquina.

1.6.3. Quinino e Mefloquina

O quinino e a mefloquina serdo abordados na mesma sec¢do, devido a
semelhanga na sua estrutura quimica. O facto de existirem indicios de resisténcia
cruzada entre os dois compostos sugere que exercem a sua ac¢ao por um mecanismo
similar (Cravo et al., 2006).

O primeiro avango no tratamento da malaria da-se no inicio do século XVII
quando Juan Perez, um missiondrio jesuita, descreve a utilizagao, por indios peruanos,
da casca de uma arvore para o tratamento da febre. A arvore foi denominada Chinchona
por Linnaeus na Suécia, em 1747. O principio activo da sua casca, o quinino, foi isolado
em Franga, em 1820, pelos quimicos Pelletier e Caventou (Gilles & Snow, 2002).

Este composto ¢ um alcaldide, tem um efeito toxico a nivel intra-eritrocitario de P.
falciparum. A sua utiliza¢ao tem sido limitada devido a sua elevada toxicidade e efeitos
secundarios adversos. Assim, actualmente, ¢ utilizado apenas como farmaco de segunda
ou terceira linha de tratamento para a maldria ndo complicada e malaria grave (WHO,
2005).

A mefloquina foi desenvolvida inicialmente com o objectivo principal de
tratamento quando os parasitas fossem resistentes a cloroquina. Rapidamente surgiram
casos de parasitas resistentes a mefloquina apos a sua introducao, tendo mesmo sido
registados casos de resisténcia em areas onde a mefloquina nunca havia sido utilizada
(White, 1994). Actualmente, ¢ bastante utilizado como agente profilatico
nomeadamente para os viajantes. A sua longa eliminagdo - vida média de 20 dias nos
adultos - ¢ uma vantagem para tratamento de dose unica, mas uma desvantagem em
zonas de transmissdo intensa da maléria onde o nivel residual do farmaco durante um
longo periodo tem probabilidades de exercer uma pressdo altamente selectiva sobre a
populagdo de parasitas (Geyer, 2001).

O modo de acgdo e o seu mecanismo de resisténcia do quinino e mefloquina

ainda nao estd completamente esclarecido. No entanto, tem sido assumido que todos os
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farmacos do grupo das quinoleinas interferem com mecanismos de digestdo da
hemoglobina no vactiolo digestivo dos parasitas (Schmidt et al., 1978a.,b; Geary ef al.,
1986) e que a passagem do farmaco para o interior do vacuolo ¢ facilitada pela ac¢ao de
um transportador activo (Vanderkooi et al., 1988; Garin et al., 1991). O quinino ¢ a
mefloquina tém uma estrutura quimica semelhante, com uma base monoprotonada e
bastante lipofilico. Talvez por este motivo nao se encontrem elevadas concentragdes
destes farmacos no vacuolo digestivo dos parasitas, ao contrario da cloroquina que com
uma base fraca diprotonada ¢ rapidamente e quase completamente absorvida no vacuolo
digestivo, sugerindo a possibilidade de que os quinoleinometandis (quinino,
mefloquina) possuam um local de accao distinto da cloroquina (Folley & Tilley, 1998;
Cravo et al., 2006). Um estudo no modelo de malaria roedor Plasmodium berghei
tratado com diferentes farmacos, permitiu concluir que a cloroquina interfere com a
polimerizacdo do hemo o que resulta de uma diminui¢do da produ¢do de hemozoina,
mas que no quinino ¢ na mefloquina ndo se verificou nenhum efeito (Chou & Fitch,
1993). Estudos subsequentes do mesmo tipo, sugeriram que a mefloquina ¢ capaz de
inibir a formacao de hemozoina, resultando na acumulagao do hemo livre que ¢ toxico
para o parasita (Sullivan et al., 1998). Outros estudos observaram também que a
mefloquina ¢ capaz de se ligar a proteinas do parasita, sugerindo que estas proteinas
poderdo ser envolvidas no mecanismo de accdo da mefloquina ou seja estdo
relacionadas directamente como alvo de accdo da mefloquina nos parasitas da maléria
(Desneves et al., 1996). Um trabalho mais recente demonstrou que a mefloquina inibe a
endocitose de nutrientes macromoleculares essenciais dentro do vacuolo digestivo do
parasita (Hoppe et al., 2004, revisto por Cravo et al., 2006).

Relativamente ao mecanismo de resisténcia, os genes que determinam a
resisténcia ao quinino e a mefloquina ndo estdo ainda identificados mas os estudos
moleculares relacionados com parasitas resistentes a ambos os farmacos tém focado
principalmente dois genes transportadores de membrana Pfcrt e Pfmdrl. Mutagdes no
gene Pfcrt estdo associadas a resisténcia ao quinino (Mu ef al., 2003). Vérios estudos in
vitro demonstraram que a resisténcia a mefloquina, quinino e halofantrina pode também
ser modulada por mutac¢des pontuais no gene Pfmdrl (Duraisingh et al., 2000b; Reed et
al., 2000). O gene Pfimdrl encontra-se localizado no cromossoma 5, codificante para

uma proteina (Pgh-1) da familia dos transportadores ABC, presente no vacuolo
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digestivo do parasita, local de ac¢do da cloroquina e possivelmente de outros farmacos
do grupo das quinoleinas, incluindo o quinino (Cowman et al., 1991). Mutacdes
pontuais no gene Pfimdrl t€m sido associadas a resisténcia ao Quinino, Mefloquina ¢ a
derivados de Artemisinina, sendo os marcadores moleculares associados, limitados
(Uhlemann & Krisha, 2005).

Estudos in vivo recentes realizados no Peru e Gabao ndao demonstraram
nenhuma evidéncia de que existe associagdo entre as mutagdes do gene Pfindrl e a
resisténcia a mefloquina (Mawili-Mbouma et al., 2002). Curiosamente, foi observado
que a presenca dos alelos selvagens do gene Pfmdrl 86N estavam associados com a
resisténcia in vitro a mefloquina (Price et al., 1999; Duraisingh et al., 2000a) ¢ a
resisténcia in vivo a lumefantrina (Siswath et al., 2005). Encontraram-se ainda algumas
evidéncias de que alteracdo do numero de codpias e do nivel de expressdo do gene
Pfmdr1, podem influenciar a diminuigdo da susceptibilidade ao quinino, mefloquina e
halofantrina (Cowman et al., 1994; Peel et al., 1994; Ferdig et al., 2004). Vérios estudos
do gene Pfmdrl com isolados de campo tém confirmado em alguns, mas nao em todos,
a associacdo entre o numero de copias e a susceptibilidade do parasita ao quinino,
mefloquina e halofantrina (Wilson et al., 1993; Price et al., 1999; Nelson et al., 2005).
A amplifica¢do do gene Pfimdrl ndo parece estar associado ao aumento de resisténcia a
mefloquina (Lim et al., 1996; Chaiyaroj et al., 1999), mas podem ser predictivos de
faléncia terapéutica a mefloquina, indicando também o aumento do risco de faléncia
terapéutica a combinacdo de mefloquina-artesunato, como foi demonstrado na Tailandia
(Price et al., 2004). Para além da amplificagdo genética, um estudo recente de
transfeccdo genética (Sidhu et al, 2006), demonstrou algumas evidéncias de que as
alteragdes do gene Pfindrl estdo implicadas na resisténcia ao quinino, mefloquina e
halofantrina.

A discrepancia entre os resultados dos varios estudos publicados, como foi
referido anteriormente, refor¢a a hipotese de que a resisténcia fenotipica ao quinino e a
mefloquina consista no envolvimento e a interac¢ao de varios genes (Bray ef al., 2005;

Duraisingh & Cowman, 2005).
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1.6.4. Sulfadoxina-Pirimetamina

A combinagdao de Sulfadoxina-Pirimetamina apresenta uma ac¢do sinérgica,
sendo utilizada na profilaxia e no tratamento dos parasitas resistentes a cloroquina
(Olliaro, 2001; Nzila, 2006). Até recentemente, a sulfadoxina-pirimetamina (SP) era
considerada como sucessora evidente da cloroquina. Contudo, surgiram relatos de casos
de resisténcia a SP no mesmo ano em que foi introduzida, durante os anos 60. A
ocorréncia de resisténcia aos farmacos do grupo dos antifolatos ¢ esporadico, multifocal

e associada a pressao farmacoldgica numa dada area geografica (Foote et al., 1990b).

1.6.4.1. Modo de ac¢ao da Sulfadoxina-Pirimetamina em P. falciparum e P. vivax

O modo de acgdo da Sulfadoxina-Pirimetamina no P. falciparum e P. vivax
serdo abordados na mesma sec¢do, dado que os genes relacionados com a resisténcia
sao comuns ¢ tém sido descritos por varios estudos, dhfr com a pirimetamina
(Leartsakulpanich et al., 2002; Hasting & Sibley, 2002; Hawkins et al., 2007) e dhps
com a sulfadoxina (Korsinczky et al., 2004; Imwong et al., 2005; Menegon et al., 2006;
Rungsihirunrat et al., 2007), envolvendo vérias vias metabdlicas catalisadas por
diversas enzimas (Figura 5). A Sulfadoxina-Pirimetamina ¢ constituida por dois
inibidores dos grupos de antifolatos: um inibidor da enzima dehidrofolato reductase-
DHFR (Pirimetamina) e outro que actua ao nivel da enzima dehidropteroato sintetase-
DHPS (Sulfadoxina) (Cowman, 2001). Estas duas enzimas estdo envolvidas na sintese
do folato (Warhurst, 2002; Wongsrichanalai et al., 2002), quer no P. falciparum quer no
P. vivax (Hawkins et al., 2007).
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Guanosina Trifosfato (GTP)

*1

Dihidropteridina Pirofosfato + (PABA)

\/

Dihidropteroato Sintetase (DHPS) <@ Sulfadoxina

\/

Dihidropteroato + Glutamato
*2
Dihidrofolato (DHF)

v

Dehidrofolato Reductase (DHFR) <@ Pirimetamina

v

Tetrahidrofolato (THF) + Serina

*3

Metil tetrahidofolato (m-THF) + Uracilo monofosfato (dUMP)

*4

Dihidrofolato (DHF)

Timina monofosfato (dTMP)* Acido desoxiribonucleico (ADN)

Figura 5. Esquema representativo da via metabolica afectada pela ac¢do da Sulfadoxina-
Pirimetamina (1, 2, 3, 4): Enzimas envolvidas no processo metabolico: 1. hidroximetil
dihropteridina aldolase; 2. dihidrofolato sintetase; 3. SHMT: serina hidroximetiltransferase; 4.
TS: timidilato sintetase (Adaptado de Warhurst, 2002).
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Os parasitas realizam sintese de novo de cofactores de folato a partir de
guanosina trifosfato (GTP), acido para-aminobenzoico (pABA) e glutamico (Warhurst,
2002). Para o realizarem, requerem um suplemento de dihidrofolato (DHF) e
tetrahidrofolato (THF) que ¢ produzida através da via da biossintese do folato, pois o
DHF e THF sao essenciais para as reacgdes onde os cofactores do folato sdo
sintetizados e utilizados.

A sulfadoxina ¢ uma estrutura analoga do acido para-aminobenzdico (pABA),
onde se requer biossintese de novo cofactores do folato a partir da guanosina trifosfato
(GTP) (Woods, 1940; Miller, 1944; revisto por Cowman, 2001).

A enzima DHPS catalisa a reaccdo entre o grupo pirofosfato e o grupo pABA
produzindo dihidropterato (DHF) (Figura 5). O produto da seguinte reaccao
dihidrofolato (DHF), ¢ reduzida a tetrahidrofolato (THF) pela DHFR. O THF por sua
vez adquire um grupo metilo (m-THF) pela ac¢do da enzima SHMT, sendo o produto
utilizado pela enzima TS na metilagdo do monofosfato de deoxiuridina (dUMP) para
formar o monofosfato de desoxitimina (AMTP) que ¢ incorporado no ADN durante a
sua sintese (Delfino et al., 2002; Warhurst, 2002), regenerando o dihidrofolato (DHF).

A inibi¢cdo do funcionamento de DHFR, ou uma das enzimas durante o ciclo
pode prevenir a formac¢do das novas moléculas de dTMP, que vai impedir a sintese do
ADN, resultando na morte dos parasitas (Delfino et al., 2002). Os antifolatos inibem
principalmente a cadeia metabolica da sintese tetrahidrofolato (THF), que conduz a
accdo do grupo metil para a reacg@o da sintese timidilato na sintese de ADN (Warhurst,
2002). O timidilato requerido na sintese de ADN ¢ sintetizado de novo,

presumivelmente pela timidilato sintase (TS) (Ferone, 1977).

1.6.4.1.1. Resisténcia do P. falciparum a Sulfadoxina-Pirimetamina

O mecanismo de resisténcia do P. falciparum a sulfadoxina-pirimetamina, surge
pela presenca de mutagdes pontuais nas regides codificantes do centro activo da
bifuncional dihidropterato sintase (DHPS) e dihidrofolato reductase-timidilato sintetase
(DHFR-TS) respectivamente (Peterson et al., 1988; Brooks, et al., 1994), e o mesmo foi
observado em P. vivax (de Pecoulas et al., 1998a,b; Auliff et al., 2006; Djapa et al.,
2007; Hawkins et al., 2007).
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Estudos in vitro em P. falciparum demonstraram a existéncia de uma associacao
entre a resisténcia a SP e mutagdes pontuais no gene dihidrofolato reductase (DHFR) e
dihidropterato sintase (DHPS) (Peterson et al., 1988; Wang et al., 1997). A resisténcia
do P. falciparum a pirimetamina estava associada a varias mutagdes pontuais na regido
da dehidrofolato-reductase (DHFR) no gene dihidrofolato-timidilato sintase (DHFR-
TS). Uma unica mutagao pontual no codao 108, onde uma serina (Ser) ¢ substituida por
uma asparagina (Asn), parece ser suficiente para conferir resisténcia a pirimetamina,
sendo esta consideravelmente aumentada nos parasitas portadores de trés mutacoes
diferentes no mesmo gene (108Asn e 51lle e/ou 59Arg) (Plowe, 2003). Pelo facto da
mutagdo no coddo 108 (Serl08Asn) se encontrar sempre presente em amostras de
campo quando surgem outras mutacdes em diferentes codoes (511 e 59Arg), pensa-se
que ele podera ser uma mutagao precursora para o surgimento de linhagens resistentes a
pirimetamina (Wang et al., 1997; Warhurst, 2002). Alguns autores evidenciaram
também o aparecimento da mutacdo 164Leu associada a mutagdo 108 Asn em clones e
amostras de parasitas resistentes quer a pirimetamina quer ao cicloquanil (Peterson et
al., 1990). Elevados niveis de resisténcia estdo associadas com a seleccao de mutagdes
no coddo 164 do gene dhfr. Curiosamente, esta mutagdo ndo ¢é tdo comum em Africa
como ¢é na Asia. No entanto, um estudo recente mostrou a presenga da mutagdo no
coddo 164 em isolados do Malawi, utilizando a técnica de Real Time PCR, uma
indicagdo de que a mutagio estd também sendo seleccionada em Africa (Nzila, 2006),
em concordancia com prévias observacdes em isolados de P. falciparum na Tanzania
(Hasting ef al., 2002b).

A resisténcia a sulfadoxina tem sido associada com mutagdes pontuais no gene
dhps, tais como A613T/S, S436A, A437G, K540E e AS581G (Triglia et al., 1997; Wang
et al., 1997; Diourté el at, 1999). Estudos recentes identificaram uma mutagdo
adicional na posicdo 540 (K540E), onde ocorre apenas em associacdo com A437G
(Triglia et al., 1997). Tal como no caso do gene dhfr, o aumento do grau de resisténcia a
sulfadoxina estava associado com o aumento do numero das mutagdes. Uma unica
muta¢do na posi¢do 437 (A437G) parece ser suficiente para conferir resisténcia a
sulfadoxina, enquanto o aumento doe nivel de resisténcia estd associado as mutagdes
S436A/A437G/A613T/S ou S436A/A437G/ KS40E (Triglia et al., 1997).

Recentemente, estudos clinicos demonstraram uma forte associagdo entre a presenca de
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quintuplas mutagdes distribuidas pelos genes dhfr e dhps (dfhr 108 Asn, S1lle, 59Arg;
dhps 437Gly e 540Glu/581Gly) (Sibley et al., 2001; Staedke et al, 2004; Greson &
Plowe, 2005), sendo considerado como marcador molecular para a falha terapéutica,
observado no tratamento de P. falciparum com a combinagdo Sulfadoxina-Pirimetamina

(Plowe et al., 1997; Sibley et al., 2001).

1.6.4.1.2. Resisténcia do P. vivax a Sulfadoxina-Pirimetamina

A maléria causada por P. vivax é responsavel por mais de 70-80 milhdes de
casos anualmente em todo o mundo e mais de 50% de todos os casos encontra-se
predominantemente nalgumas regides da Asia e América do Sul (Mendis ef al., 2001;
Sa et al., 2005; Tansor et al., 2006). A mortalidade causada por P. vivax ¢ reduzida em
comparagdo com P. falciparum, no entanto, ¢ responsavel por elevada morbilidade e
perda economica dos individuos em paises endémicos (Auliff et al., 2006). O
ressurgimento desta doenca ¢ atribuido principalmente ao aparecimento dos parasitas
resistentes aos farmacos disponiveis para o tratamento (Baird, 2004; Sattabongkot et al.,
2004). Em vérias regides endémicas do globo onde a co-infec¢do de P. falciparum e P.
vivax ¢ comum e a resisténcia de P. falciparum a cloroquina se verifica, o uso de
antimalaricos do grupo dos antifolatos nomeadamente a Sulfadoxina-Pirimetamina tem
tendéncia a aumentar. Em muitos destes paises endémicos, a combinacdo SP foi
adoptada como antimaldrico de primeira linha de tratamento quer para P. falciparum,
quer para P. vivax, uma vez que o uso de outro tipo de firmacos de eficidcia comprovada
permanece muito dispendioso. Pouco tempo ap6s a introducao da SP, foram registadas
varias falhas terapéuticas em pacientes infectados com P. vivax no Sudeste Asiatico e na

América do Sul (Tjitra et al, 2002; Picot et al., 2005).

Segundo Bruce-Chwatt (1985), a falha terapéutica em P. vivax estava
relacionada com relapsos, que dependem da ac¢ao da primaquina nos hipnozoitos. Em
estudos “in vivo”, a avaliagdo da taxa de eficacia do farmaco no tratamento ¢
complicada, devido a dificuldade em distinguir entre a recrudescéncia (nova
manifestagdo da doenca devido a sobrevivéncia de formas eritrocitarias), o relapso
(nova manifestacdo da doenca devido a sobrevivéncia de hipnozoitos no figado) e

aquisicdo de nova infec¢do. Além disso, a comparacao dos dados tem sido agravado por

35



Introdugdo

falta de estudos seguindo um protocolo padronizado para se classificar resisténcia,
levando a duvida entre resisténcia e recrudescéncia. Por outro lado, estudos “in vitro”
relacionados com a resisténcia por P. vivax também tém sido muito limitados devido a
impossibilidade de obter elevadas parasitémias em cultivo continuo (Rungsihirunrat et
al., 2007). No entanto, segundo Plowe (2003) ¢ WHO (2006), os marcadores
moleculares de resisténcia de P. falciparum podem ser utilizados como ferramentas
complementares na monitorizagao de resisténcia ao P. vivax. Varios genes relacionados
com a resisténcia aos farmacos sdo comuns e tém sido descritos em P. falciparum. Os
genes homologos de Pfdhfr, Pfdhps, Pfcrt e Pfmdrl tém sido estudados em P. vivax,
Pvdhfr (de Pécoulas et al., 1998a), Pvdhps (Korsinczky et al., 2004), Pvcgl10 (Nomura
et al., 2001) e Pvmdrl (Brega et al., 2005), respectivamente. No entanto, ndo foi
encontrada nenhuma associagdao entre as mutagdes pontuais nos genes Pvcgl0 e
Pvmdrl, e a resisténcia a cloroquina em P. vivax em isolados de campo (Nomura et al.,
2001; White, 2004; Sa et al., 2005). Quanto ao gene Pvdhfr, foi claramente
demonstrado através de varios estudos laboratoriais que a resisténcia a pirimetamina
estava associada com a acumulagao de SNP em P. vivax, que conduzia a diminuicao da
afinidade do farmaco e correspondia & diminuicdo da sensibilidade a pirimetamina in
vitro (de Pécoulas et al., 1998b; Tahar et al., 2001; Hasting & Sibley, 2002b;
Leartsakulpanich et al., 2002; Imwong et al., 2003; Hastings et al., 2005). Além disso,
esta associagdo pode ser confirmada através de estudos epidemiologicos, investigando a
relacdo da amplificagdo genética do gene Pvdhfr e a resposta in vivo para os antifolatos
(Imwong, et al., 2001; Tjitra et al., 2002; Hastings et al., 2004). Da mesma forma, foi
encontrada uma diminui¢do da sensibilidade in vitro para sulfadoxina (Korsinczky et
al., 2004; Imwong et al., 2005).

Estudos laboratoriais recentes em ambas as espécies (P. falciparum e P. vivax)
verificaram existir uma associagdo entre a resisténcia a sulfadoxina-pirimetamina e
mutagdes pontuais no gene dihidrofolato reductase (DHFR) e dihidropterato sintase
(DHPS) (Hasting & Sibley, 2002b; Leartsakulpanich et al., 2002; Imwong et al., 2003;
Bunyarataphan et al., 2006; Alam et al., 2007; Hawkins et al., 2007; Rungsihirunrat et
al., 2007).

O gene que codifica as mutacdes pontuais no dihidrofolato-timidilato sintase

(DHFR-TS) de P. vivax foi clonado e sequenciado, inicialmente por de Pécoulas ef al.,
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(1998b) e posteriormente por Imwong et al. (2001). Foi demonstrado que os isolados
resistentes de P. vivax aos antifolatos tinham mutagdes homologas as de P. falciparum.
A comparagdo de sequéncias demonstrou que os aminoacidos no coddo 59, 108 e 164
do gene pfdhfr correspondem, respectivamente, ao codao 58, 117 e 173 do gene pvdhfr
(Hasting & Sibley, 2002b; Leartsakulpanich et al., 2002; Hawkins et al., 2007). A
presenca das mutacdes no gene dhfr de P. vivax na posicao 15, 50, 58, 117 e 173
correspondem ao coddo 16, 51, 59, 108 e 164 respectivamente, que em P. falciparum
estavam associadas a resisténcia a pirimetamina (Imwong et al., 2001). Estudos prévios
em varias regides mostram que o polimorfismo nos aminodcidos 57, 58 e 117 era muito
comum nos isolados de Tailandia, onde a Sulfadoxina-Pirimetamina tem sido utilizado
intensivamente, enquanto nos isolados de India e Madagascar a prevaléncia das
mutacdes foi baixa devido a raridade do uso dos antifolatos na regido (Imwong et al.,

2001).

A detecgdo da resisténcia de P. vivax a sulfadoxina com base molecular ndo tem
sido bem documentada. No entanto, através de clonagem e sequenciacdo do gene
codificante da proteina bifuncional pirofosfocinase (PPPK)-dhps (dihidropterato
sintase), e comparativamente aos aminoacidos homologos do gene Pfdhps, foi possivel
detectar os polimorfismos responsaveis pela resisténcia a sulfadoxina (Korsinczky et
al., 2004). Inicialmente, pensou-se que a presenca de V585 “tipo selvagem” (homologo
a posicao 613 em P. falciparum) pode ser a chave para conferir a resisténcia de P. vivax
a sulfadoxina. Além disso, os mesmos autores notificaram que as alteracdes do
aminodacido na posicao A383G e A553G, podem ser relacionados com a diminuig¢do da
afinidade entre o gene Pvdhps e a sulfadoxina. Um outro estudo realizado por Imwong
et al., (2005) verificou que as mutacdes no coddo 383 e 553 ocorre na maioria dos
isolados analisados da Tailandia, e de forma andloga, com alteracdo de uma alanina para
uma glicina no coddo 437 e 581, respectivamente ao gene Pfdhps e que estas alteragdes
estavam associadas a redu¢do de sensibilidade a sufadoxina (Menegon et al., 2006;

Rungsihirunrat et al., 2007).
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I.7. A malaria e Resisténcia aos Antimalaricos em Timor Leste

Em 1943, o “Medical Journal of Australia” relatou a existéncia de malaria
importada de Timor na Australia (Winterbotham & Arden, 1943, revisto por David,
1965) e todos os infectados foram identificados como tendo P. vivax (Tebbutt, 1943;
Collier, 1944, revisto por David, 1965). Em 1952, o relatério do Servigo de Saude e
Higiene da Provincia de Timor, referiu que a malaria era considerada a doenca local
mais mortifera e a que mais pesava na economia da populagdo (Castanheira, 1952). No
entanto, s6 em 1955 foi possivel criar uma Missdao Médica de Estudo a Timor. Trata-se
da primeira missdo realizada a Timor com o fim de fazer uma apreciacdo geral sobre os
principais problemas nosologicos, e teria também um importante papel no
conhecimento da endemia malaria e os mosquitos vectores de Timor Leste (Azevedo et
al., 1958a; Ferreira, 1961).

As primeiras publicagdes relativas a maldria em Timor Leste aparecem em 1958,
com Fraga de Azevedo, investigador e chefe da missao do estudo. Os dados publicados,
baseados no Boletim Trimestral de Estatistica da Provincia, registavam 22.013
incidéncias de casos de malaria em 1955, 15.465 em 1956 e¢ 11.533 em 1957. No
mesmo ano, Azevedo e colaboradores publicam o trabalho intitulado “Contribuic¢ao para
o conhecimento da endemia maldrica na provincia de Timor” (Azevedo et al., 1958D).
Este estudo foi realizado durante os meses de Dezembro de 1955 e Janeiro — Marcgo de
1956 em varias regides do Pais e incluiu a colheita de 3.430 amostras de sangue em
individuos de ambos os sexos e de varias idades, para estudo da parasitémia. Neste
estudo a maior frequéncia de infecg¢do foi verificado no grupo etario entre 7 - 14 anos,
tendo-se registado o indice esplénico de 46,4% nas zonas de altitudes de 0 aos 100 m e
de 34,2% nas zonas de altitudes de 100 aos 500m. As espécies identificadas foram em
48,7 % dos casos, P. falciparum, em 33,1 % P. vivax ¢ em 18,2 % P. malariae
(Azevedo et al., 1958b).

Desde entdo, em consequéncia da primeira missao do estudo, apoiadas pelas
recomendacdes da 2* Conferéncia Asiatica do Paludismo (Novembro de 1954) ¢ §°
Assembleia Mundial de Satide (Maio de 1955), realizaram-se véarios estudos em Timor
Leste, os quais representam a continuacdo dos ja efectuados por Azevedo e

colaboradores (1958).
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De 1959 a 1960, Ferreira e Breda (1961a) analisaram 7017 amostras de varias
regides do pais, registando uma prevaléncia de 20,6% para parasitas de malaria,
constituidas por P. falciparum, P. vivax e P. malariae, respectivamente de 42,41%,
30,07% e 27,5%, o que se encontra de acordo com os valores obtidos por Azevedo e
colaboradores (1958b). Um outro estudo realizado durante o ano de 1963 e 1964 nas
clinicas de Dili, verificou que a prevaléncia da malaria foi de 17,5% e 14%,
respectivamente. As espécies de Plasmodium identificadas, em mais de 60% foi P.
falciparum, 27 % P. vivax, 7% P. malariae e encontrando-se ainda infec¢des mistas (P.
falciparum + P. vivax/P. malariae) (David, 1965).

A violéncia apos o referendo de 1999 dificultou o acesso aos dados estatisticos
de satude recolhidos durante a ocupagao Indonésia (1975-1999), tendo sido os dados
perdidos, destruidos e inacessiveis. No entanto, segundo Webster (2000) e Morris
(2001), em 1998 o nimero de casos confirmados foi registado em mais de 10.000 casos.
A taxa de casos positivos varia em cada distrito (Ermera 10%, Dili 55% e Manufahi
73%).

A crise de 1999 contribuiu para que mais de 75% da populagdo fosse desalojada
e se refugiasse; parte dela, foi forcada a migrar para Timor Ocidental — Indonésia.
Muitas infraestruturas foram completamente destruidas, incluindo as instalagdes de
saude. ApOs a crise, aumentaram os problemas de saude publica devido a proliferagao
da maldaria, principalmente na €poca de chuva. Sendo assim, num relatorio de 2001,
"Role and Function of WHO in East Timor" registou 133.750 suspeitas de casos de
maléria, um aumento significativo relativamente ao ano anterior, tendo-se verificado
110 obitos relatados em Setembro de 1999. Segundo o mesmo relatério, o sistema de
vigilancia registou mais de 133.000 casos de maléria e detectou resisténcia a cloroquina
por P. falciparum e casos esporadicos de resisténcia a sulfadoxina-pirimetamina (WHO,
2001c). Nos 2 anos subsequentes, os servicos de saude foram reabilitados com o apoio
de ONG’s (Organizacdes Nao Governamentais), sob coordenagdao da Divisdo dos
Servigos de Saude da UNTAET (Administragdo Transitoria das Nacoes Unidas em
Timor Leste).

Actualmente, a malédria constitui um grave problema de satde publica,
caracterizada por ser uma doenca endémica em todos os distritos, com as mais elevadas

taxas de mortalidade e morbilidade nas criancas e mulheres gravidas (Ministry of
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Health, 2002a). Estima-se que, no minimo, 150 pessoas morrem em cada ano, como
consequéncia directa da malaria (Ministry of Health, 2002b). A distribuicdo dos casos
de malaria anualmente ap6s a independéncia entre 2000 a 2006 encontra-se ainda muito
elevada (Figura 6). O numero total de Obitos foi de 132 em 2000
(www.searo.who.int/en/section10), 100 em 2003, 65 em 2004, 88 em 2005 ¢ 68 em
2006 (WHO, 2008). A maldria ¢ causada por P. falciparum em 60 — 80 % dos casos, P.
vivax 20 — 40 % e esporadicamente por P. ovale. (Webster, 2000). No entanto, dados
recentes mostraram que P. falciparum e P. vivax sao igualmente encontrados (Ministry

of Health, 2002a).
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Figura 6. Representacao grafica dos casos de malaria entre 2000- 2006. (adaptado de WHO,
2008).

Relativamente aos vectores da maldria no pais, as primeiras referéncias
publicadas surgem com o trabalho de Azevedo e colaboradores entre 1955-1956. Estes
investigadores, estudando mosquitos capturados em diferentes altitudes permitiu
identificar a presenca de Anopheles sundaicus, Anopheles barbirostris barbirostis e
Anopheles minimus nas zonas baixas e Anopheles maculatus nas zonas de média
altitude (Azevedo et al., 1958b). Em 1959 a 1960, Ferreira e Breda realizaram outro

estudo que envolveu a captura de mosquitos Anophelinae, quer sob a forma larvar quer

40



Introdugdo

sob a forma de adulto na cidade de Dili, dividida em 8 zonas, tendo identificado a
existéncia das espécies ja referidas por Azevedo e colaboradores (1958) e encontrando
ainda as seguintes: Anopheles (Myzomyia) subpictus malyensis, Anopheles (Anopheles)
barbumbrosus, Anopheles (Anopheles) hyrcanus nigerrimus, Anopheles (M.) vagus
vagus, Anopheles (M.) subpictus subpictus, Anopheles (M.) sundaicus, Anopheles (A.)
barbirostris barbirostis, Anopheles (A.) maculatus maculatus e Anopheles (M.)
anularis. Fora da Cidade de Dili, observou-se uma aparentemente desigual incidéncia
das varias espécies e, da sua prevaléncia, confirmando-se a exofilica e antropofilica de
Anopheles (M.) vagus vagus e a antropofilica, endofilica e frequente predominancia
sobre as outras espécies, de Anopheles (M.) subpictus subpictus (Ferreira & Breda,
1961b). Segundo Webster (2000) e Kolaczinski & Webstar (2003), os mosquitos
Anopheles barbirostris, An. aconitus, An. sundaicus e An. subpictus sao os vectores que
asseguram a transmissao na regido e a sua intensidade depende da altitude e habitos do
vector.

As actividades de controlo do vector antes da independéncia em 2002, eram
baseadas na pulverizagao das casas com DDT (1982-1991) e Bendiocarb desde 1992. O
controlo bioldgico e quimico foram realizados numa escala muito limitada (Anstey,
1999; Kolaczinski & Webstar, 2003).

Em 2003, o Programa Nacional do Controlo a Malaria foi estabelecida. O Plano
Nacional Estratégico da Malaria foi desenvolvido pelo Ministério de Saude com o
objectivo de garantir o acesso rapido de toda a populagdo ao tratamento eficaz, prover
medidas de prevencdo da maldria com a utilizagdo de ITNs (Insecticide-treated
mosquito nets) sobretudo para criangas e mulheres gravidas e garantir a utilizacdo de
métodos apropriados para o controlo do vector, incluindo irrigagdo, aquacultura e
educagdo da populacdo. Embora o Programa Nacional do Controlo a malaria tenha sido
implementado, os factores socio-econdmicos, o saneamento, a pobreza, o tipo de
habitacao, proximidade das casas aos criadouros, tipos de construg¢ao/casas, a criacao
dos animais junto as casas continuam a ser determinantes para a proliferacao da malaria.

A primeira evidéncia na diminui¢do da sensibilidade de P. falciparum a
cloroquina foi em 1968 quando Ferreira (1961) observou um paciente em estado
comatoso internado no hospital de Baucau. O doente foi hospitalizado cerca de duas

semanas antes em Dili, por acesso febril com presenca de plasmodios no sangue.
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Prosseguiu-se o tratamento por via parental (dose total de 1,5 g de cloroquina base). No
primeiro dia observou-se melhoria e prosseguiu-se a terap€utica até ao terceiro dia.
Porém, passados quatro dias, a doente voltou a cair em coma e ao retomar a mesma
terapéutica, voltou a ocorrer 0 mesmo.

Sendo assim, s6 nos anos 80, a resisténcia a cloroquina foi registada e publicada
pela primeira vez na Republica Democratica de Timor Leste (WHO., 1984; revisto por
Kolaczinski & Webster, 2003). Embora tenha sido detectada a resisténcia durante os
anos 80, a cloroquina continuou a ser utilizada como a primeira linha no tratamento de
maléria ndo complicada. A primaquina e a sulfadoxina-pirimetamina eram utilizadas
como segunda linha e a maldria grave tratada com quinino, segundo o protocolo da
OMS (referindo em Krause et al., 1999; revisto por Kolaczinski & Webster, 2003). Em
1992, verificou-se que neste pais se encontravam indices elevados de resisténcia a
cloroquina (Webster, 2000; Chen et al., 2002; Ezard, 2003), e também se verificavam
casos esporadicos de resisténcia a SP (Arbani & Peterson, 1999; Webster, 2000).

Estudos in vitro t€ém reportado a resisténcia do P. falciparum a cloroquina,
amodiaquina e sulfadoxina-pirimetamina em Timor Leste (Pribadi, 1992). Noutro
trabalho, os testes “in vivo” realizados em 2000 no distrito Lospalos, area
mesoendémica na regido Leste do Pais, revelaram que a prevaléncia total de faléncia
terapéutica da cloroquina foi de 67,7% (2,1% no fracasso de tratamento inicial, 54,2%
resistente RI, 12,5% resistente RII e nao resistente RIII) (Chen et al., 2002; Ezard et al.,
2003; Kolaczinski & Webstar, 2003).

O crescente nivel de resisténcia a cloroquina nos ultimos anos levou a alteracao
da politica terapéutica em 1999. Actualmente, os antimaléaricos utilizados como a
primeira linha no tratamento da malaria ndo complicada em pacientes com infec¢ao
confirmada no laboratério (por Microscopia Optica) consistem na combinacio
Sulfadoxina-Pirimetamina em dose unica para P. falciparum, e Cloroquina 25mg/kg
durante trés dias para P. vivax. Nos pacientes diagnosticados apenas nas clinicas (e/ou
com outras causas como febre — vomito tais infecgdes respiratorias, meningite etc.), a
terapéutica era a Sulfadoxina-Pirimetamina dose tnica + Cloroquina durante trés dias
(Delacollete, 1999).

Num estudo utilizando marcadores moleculares realizado com amostras

recolhidas em 2001, um ano apos a introdugdo da Sulfadoxina-Pirimetamina como a
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primeira linha no tratamento, foram detectados 81% (31/38) de isolados que tinham
uma ou mais mutagdes no codao 108N (59R+108N) do gene pfdhfr e nenhum isolado
com mutacao no gene pfdhps (Burns et al., 2006). Outro estudo mais recente realizado
entre Novembro de 2003 e Janeiro de 2004, demonstrou uma elevada prevaléncia das
mutagdes implicadas na resisténcia a Cloroquina (Pfcrt, Pfmdrl) e Sulfadoxina-
Pirimetamina (Pfdhps, Pfdhfr). Nesse estudo, observou-se ainda uma elevada
prevaléncia de amostras (42,86 %) que continham em simultdneo “mutagdes
quadruplas” distribuidas pelos genes Pfdhfr e Pfdhps, constituida pelo haplétipo
dhfr108 Asn/511le/59Arg + dhps437Gly (de Almeida et al., 2009).
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I.8. Objectivos

No actual quadro da situacdo da malédria na RDTL, o aumento do ntimero de
casos da maldria, a inexisténcia de dados epidemioldgicos e poucos estudos ligados a
resisténcia aos antimaldricos alertaram a necessidade de actualizar o conhecimento da
situagdo, tanto a nivel nacional como local, com o objectivo de fomentar uma politica de
intervengdo, no dominio da vigilancia e controlo da malaria no pais.

Da necessidade de dispor de dados mais objectivos e actualizados do que os
actualmente disponiveis, de modo a obter informacdes relevantes que permitam
implementar medidas de controlo adequadas, considerou-se prioritaria a implementacao
de um estudo que permitisse fazer um levantamento da situacdo epidemioldgica da
malaria ¢ da situagdo de resisténcia aos antimalaricos e marcadores moleculares
associados. Este estudo, tendo como objectivo avaliar a frequéncia da malaria em cada
distrito estudado, identificar ¢ caracterizar os factores causais da sua distribuicdo,
deveria contemplar também os diversos factores socio-econdmicos envolvidos na
transmissao nos diferentes distritos do pais. No caso do estudo ligado a resisténcia aos
antimaléricos, pretende-se avaliar a prevaléncia da principal mutacdo nos genes
responsaveis pela resisténcia de P. falciparum e P. vivax aos farmacos em uso oficial no
pais. Assim, de acordo com as consideragdes anteriores, no ambito deste estudo foram

propostos os seguintes objectivos cientificos especificos:

1. Determinar a prevaléncia da infec¢do individual e de infec¢des mistas, por P.
falciparum e P. vivax em 6 regides/distritos diferentes na RDTL.

a) Correlacionar a prevaléncia da infeccdo com os factores ambientais e
sOcio-econdmicos;

b) Determinar se existe uma possivel relacdo entre as infec¢des detectadas
na populacdo humana e as infecgdes detectadas nos mosquitos
capturados em 6 distritos na RDTL.

2. Determinar a prevaléncia alélica nos genes pfcrt, pfmdrl, pfdhfr, pfdhps e pfy-
GCS em diferentes regides/distritos.
3. Determinar a prevaléncia alélica nos genes pvdhfr e pvdhps em diferentes

regides/distritos.
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