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RESUMO

Um dos maiores desafios do controle da malaria é a resisténcia do parasito aos
antimalaricos. A biologia molecular tem permitido a compreensao desse fenétipo
com o estudo de marcadores associados a ela, tais como o Polimorfismo de Base
Unica (SNP) e o Polimorfismo de Variagdo de Numero de Copias Génicas (CNV).
Alteracdes génicas atribuidas ao CNV podem levar a alteragcbées fenotipicas no
parasito, conferindo resisténcia ou suscetibilidade aos antimalaricos. Sua presenca
foi relacionada com a falha terapéutica a drogas como cloroquina (CQ) e
mefloquina (MQ) em diversas regides do mundo. Os genes pfmdr1 e pfgch1 de P.
falciparum e pvmdr1 de P. vivax sao relacionados com resisténcia a diferentes
farmacos. Entretanto, no Brasil poucos estudos caracterizaram esses genes quanto
a presenca de CNVs, sendo que sua maioria investigou a diversidade genética
associada aos SNPs. O objetivo deste estudo foi investigar a presenca de CNV nos
genes pfmdr1 e pfgch1 de P. falciparum e pvmdr1 e pvert-o de P. vivax, assim
como SNPs nos genes pfert e pfmdr1 de P. falciparum. O CNV foi determinado por
gPCR utilizando sondas de hidrélise e os SNPs por PCR-RFLP. As amostras foram
coletadas entre 2002 a 2012, em 3 diferentes estados brasileiros — Mato Grosso
(n=31), Rondénia (n=27) e Amapa (n=10). As 31 amostras analisadas de P.
falciparum apresentaram copia Unica para pfmdr1 e pfgch1, apesar do historico de
resisténcia do parasito a varios antimalaricos utilizados ao longo do tempo no
Brasil. Entretanto, um importante SNP em pfcrt (K76T), relacionado com resisténcia
a CQ, foi identificado em todas as amostras analisadas. Nesse estudo, também
foram analisados 38 isolados de P. vivax, sendo reportado a amplificagdo génica
em 7 (18%) amostras para pvmdr1. No sudoeste asiatico altas taxas de CNV em
pvmdr1 foram reportadas (38%), sendo relatado por um unico estudo no Brasil
(0,9% de amplificacdao). Um resultado importante desse estudo foi a observacgao,
pela primeira vez, da amplificacdo de pvcrt-o. Embora estudos anteriores o
associem com resisténcia e casos graves da doenga, nenhum avaliou a presenca
de CNV em pvcrt-o. Este estudo € um dos primeiros a avaliar a presenca de CNV
nos genes pvmdr1, pvcrt-o e pfgch1 no Brasil, assim como estudar a distribuicdo de

CNV no mundo através de uma revisao sistematica.

Palavras-chave: malaria; Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum, resisténcia

as drogas; variacao do numero de copias génicas



ABSTRACT

One of the greatest challenges on malaria control is the parasite resistance to
antimalarials. Molecular genotyping aims to identify and to monitor genetic markers
related to parasite resistance, as single nucleotide polymorphisms (SNP) and copy
number variation (CNV). Genetic alterations related to CNV could lead to
phenotypic alterations in parasite, conferring resistance or susceptibility to
antimalarials. The presence of CNV was identified e related with therapeutic failure
to drugs like chloroquine and mefloquine in different regions of the world. The mdr1
and gch1 genes of P. falciparum and mdr1 of P. vivax are related with resistance,
however in Brazil few studies have characterized these genes in relation to CNV,
being more associated with SNPs. The objective of this project was investigate the
presence of CNV in pfmdr1 and pfgch1 genes and pvmdr1 and pvcrt-o, as well as
evaluate SNP on mdr1 and crt genes of P. falciparum. The CNV was estimated by
gPCR using the TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) system
and SNPs was assessed by RFLP-PCR. The samples comprise a period between
2002 to 2012 from 3 different areas of Brazil — Mato Grosso (n=31), Rondénia
(n=27) and Amapa (n=10). All 31 samples analyzed to P. falciparum showed no
amplification to mdr1 and gch1 genes. However, an important SNP on crt gene
(K76T), related to chloroquine resistance, was observed. Despite the resistance
history in Brazil, in this study the CNV was not present on the P. falciparum genes.
To the 38 P. vivax isolates, amplification was observed in 7 samples to mdr1 gene e
1 to crt-o. The change on the therapeutic scheme could be related to the reversion
of the genetic amplification genotype, with the withdrawal of drug with historic of
resistance, as chloroquine. High rates of CNV are observed in Southeast Asia
countries (reaching 38%), but in Brazil just one study reported a low rate of
amplification (0,9%). For the first time, the presence of CNV on pvcrt-o was reported
in Brazilian samples. Other studies have associated this gene with resistance and
severe cases, but none evaluated the association of CNV and this outcome. This
study is one of the first to evaluate CNV on pvmdr1, pvcrt-o and pfgch1 in Brazil, as

well as to evaluate the CNV distribution in the world through a systematic review.

Keywords: malaria; Plasmodium vivax; Plasmodium falciparum; drug resistance;

copy number variation
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1 Introducgao

1.1 Aspectos gerais da malaria

Conhecida como a doencga parasitaria de maior letalidade, a malaria &
prevalente em diversas regides tropicais e subtropicais do mundo. Segundo dados
da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), em 2015 aproximadamente 3,2 bilhées
de pessoas estavam sob o risco de infeccdo em 97 paises e territorios (WHO,
2015). A malaria é causada por parasitos do género Plasmodium, sendo cinco
espécies causadoras da doenc¢a no humano: Plasmodium falciparum, Plasmodium
vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale e Plasmodium knowlesi,
transmitidos pela picada da fémea do mosquito vetor do género Anopheles spp.
(WHO, 2015).

No Brasil, as espécies endémicas sao P. vivax, P. falciparum e P. malariae,
ocorrendo principalmente na Regido da Amazénia Legal. Essa regiao é composta
pelos estados do Acre, Amapa, Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso, Para,
Rondénia, Roraima e Tocantins (Figura 1) (SVS/MS, 2015). Porém, um processo
de migracao de pessoas a partir regiao Amazénica e de outros paises endémicos
para regides extra-amazbnicas € um dos principais fatores responsaveis pela

ocorréncia da doenga também nessas areas (Lorenz et al., 2015).

[ |sem transmissio
Baixo risco

N
NO NE
o L £ Médio risco

b -
so se Bl Alto risco
. \f/
Figura 1: Mapa de risco de infec¢cdo da malaria por municipio, Brasil, 2014. Sinan/SVS/MS e Sivep-
Malaria/SVS/MS
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Plasmodium falciparum é a espécie mais prevalente no continente Africano
e € responsavel por grande parte dos casos graves e Obitos de malaria, enquanto
P. vivax possui a maior distribuicdo geografica fora deste continente (Figura 2). No
Brasil, P. vivax é responsavel por 85% dos casos notificados de malaria e P.
falciparum por 15% do numero total de casos notificados em 2012 (SVS/MS, 2015).
Embora por longo tempo tenha sido considerada uma doenga benigna e, por isso,
negligenciada, nos ultimos anos o numero de relatos de casos graves causados
por P. vivax ttm aumentado em diferentes areas endémicas no mundo, inclusive no
Brasil (Anstey et al., 2009; Fernandez-Becerra et al.,, 2009; Genton et al., 2008;
Melo et al., 2014; Tjitra et al., 2008).

I >90% P falcipamm

Figura 2: Distribuicdo das espécies P. falciparum e P. vivax no mundo. Feachem et al., 2010.

1.2 Ciclo biolégico do Plasmodium

O ciclo biolégico do Plasmodium inicia-se pela inoculacdo de esporozoitos
na pele durante a picada do mosquito vetor (Figura 3). Recentemente foi
descoberto que aproximadamente 50% destes esporozoitos podem permanecer na
pele do hospedeiro (Menard et al., 2013) e cerca de 10% podem se desenvolver na
epiderme, derme e foliculos pilosos, podendo sobreviver durante semanas
(Gueirard et al., 2010). Antes destas descobertas, pensava-se que estas formas
atingiam os vasos sanguineos ou linfaticos a partir do local da picada e migravam
para o figado. Neste 6rgdo, ocorre uma migracao através de varias células,

processo importante para seu ciclo de vida, tornando o parasito mais apto a
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invasado. Nesse processo, o vacuolo parasitéforo € formado, onde o parasito se
desenvolve antes de invadirem os hepatécitos, nos quais irdo se diferenciar (Mota
et al., 2001). Apds o desenvolvimento intra-hepatico por esquizogonia, ocorre a
liberacdo de merozoitos capazes de infectar eritrécitos maduros, ou sua forma
jovem, o reticulécito. Esses merozoitos sao liberados diretamente na corrente

sanguinea no interior de vesiculas denominadas merossomos (Sturm et al., 2006).

A invasao dos eritrocitos comeca pelo reconhecimento e ligagdo dos
merozoitos a essas células. No vacuolo parasitéforo, o parasito passa pelas fases
de anel, trofozoito e esquizonte. A partir dos esquizontes, novos merozoitos sao
formados e liberados com a lise dos eritrocitos, e em seguida infectando novas
células (Bannister and Mitchell, 2003). Alguns merozoitos se diferenciam em
gametécitos masculino e feminino, que ao serem ingeridos pelo mosquito vetor
durante o repasto sanguineo, se diferenciam nos gametas masculino e feminino.
Uma vez no intestino do mosquito, o parasito passa por uma série de
transformagdes, culminando no desenvolvimento dos esporozoitos, que ao
invadirem as glandulas salivares, poderdao ser inoculados em outro hospedeiro
(Mueller et al., 2009).

Plasmodium vivax possui caracteristicas particulares em seu ciclo de vida
que o difere das demais espécies: (1) o aparecimento precoce de gametdcitos na
circulagdo sanguinea, tornando a transmissdo possivel antes mesmo do
aparecimento dos sintomas clinicos (White, 2017); (2) baixas parasitemias e
infeccbes assintomaticas favorecendo um grande numero de reservatérios do
parasito (Imwong et al., 2016); (3) a capacidade de desenvolver formas latentes no
figado, chamadas de hipnozoitos, que permanecem dormentes por intervalo de
tempo variavel e podem levar a recaidas da doencga (Mueller et al., 2009); e (4)

preferéncia dos merozoitos pela invasao dos reticulécitos (Galinski et al., 1992).
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Figura 3: Ciclo de vida do Plasmodium spp. Adaptado de Mueller et al., 2009.

1.3 Tratamento e Resisténcia aos antimalaricos

Como ainda nao existe uma vacina para prevencdo da malaria, seu
tratamento e profilaxia sédo feitos por meio de drogas antimalaricas. Entretanto, um
dos maiores desafios no controle da doenca € o desenvolvimento da resisténcia
pelo Plasmodium as diferentes classes de drogas disponiveis para o tratamento
(Figura 4). Atualmente, este € um problema em praticamente todas as areas

endémicas ao redor do mundo.

A primeira droga antimalarica a ser usada foi a quinina (QN) durante o
século XVIII, introduzida na Europa pelos jesuitas, tornando-se a droga de uso para
o tratamento de doencas febris (Foley and Tilley, 1998). Posteriormente, a
primaquina (PQ) e cloroquina (CQ) foram utilizadas nos periodos da Primeira e
Segunda Guerra Mundiais, respectivamente. A CQ foi amplamente utilizada
durante os anos 1950 em todo o mundo, na campanha da Erradicacao da Malaria
empregada pela OMS (Hay et al., 2004).
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A primeira mencao sobre a resisténcia a QN surgiu em 1910 no jornal
Memoédrias do Instituto Oswaldo Cruz (Neiva, 1910), enquanto a resisténcia a CQ
comegou a ser relatada na Asia nos anos 1950 (Harinasuta et al., 1965). Nas
décadas seguintes, estes relatos se estenderam ao continente Africano e
Americano (Ambroise-Thomas and Rossignol, 1986; Moore and Lanier, 1961). Com
a disseminacao da resisténcia a CQ, a sulfadoxina-pirimetamina (SP) passou a ser
utiizada como primeira linha de tratamento em diversas regides endémicas.
Entretanto a resisténcia a essa droga foi relatada poucos anos depois de seu
emprego (Travassos and Laufer, 2009). Nos anos 1980, a droga mefloquina (MQ)
passou a ser utilizada para o tratamento da malaria, mas semelhante as outras
drogas, a resisténcia apareceu rapidamente (Severini and Menegon, 2015). O
tratamento baseado em derivados da artemisinina (ACT), especificamente a
combinacao de MQ com artemeter (ART), comecgou a ser usado nos anos 1990
(Looareesuwan et al., 1992) e teve grande impacto na redugcao dos casos de P.
falciparum (Nosten et al., 2000; Price et al., 1996). Embora uma reducéo in vitro da
sensibilidade a droga e um aumento na persisténcia da parasitemia tenham sido
reportados na Guiana Francesa, Senegal e sudeste asiatico (Das et al., 2009;
Gama et al.,, 2011; Jambou et al., 2005; Phyo et al., 2012), a terapia com ACT

continua sendo o tratamento mais efetivo para malaria ndo grave.

No Brasil, varios estudos ja reportaram resisténcia de P. falciparum a CQ,
SP, MQ, QN e amodiaquina (AQ) (De Souza, 1992; de Souza, 1983; Noronha et
al., 2000; Zalis et al., 1998). No final da década de 1980 registraram-se niveis tao
elevados quanto 90% e 100% de falha no tratamento com SP e CQ,
respectivamente (De Souza, 1992; Zalis et al., 1998). Atualmente, a OMS
preconiza a utilizacdo do ACT para o tratamento de malaria nao complicada por P.
falciparum. Até o momento, ndo houve registro de falha no tratamento utilizando

estas combinacdes de drogas no Brasil (Gama et al., 2011).

O primeiro relato de resisténcia de P. vivax a CQ surgiu no final dos anos
1990 na Indonésia e Papua Nova Guiné (Baird et al.,, 1991; Rieckmann et al.,
1989). No Brasil, os primeiros casos de resisténcia de P. vivax a CQ e PQ foram
descritos na década de 1990 em Manaus (Alecrim et al., 1999; Brasil et al., 1999).
Nesta mesma regido, estudos mais recentes tém reportado uma taxa de até 10%
de falha terapéutica por CQ (de Santana Filho et al., 2007; Chehuan et al., 2013;
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Marques et al., 2014). Por sua vez, um segundo estudo realizado fora da area de
transmissao de malaria demonstrou uma elevada taxa de resisténcia (24,5%) de P.
vivax a PQ (Boulos et al., 1991). Diversos fatores dificultam o estudo molecular em
P. vivax como a dificuldade de se estabelecer um protocolo efetivo e reprodutivel
de cultura in vitro continuo (Gongalves et al., 2014) e a possibilidade de recidiva
devido aos hipnozoitos (recaida). Desta forma, define-se a recidiva devido a falha
no tratamento (recrudescéncia) quando ha parasitos na corrente sanguinea durante
os primeiros 28 dias ap6s o inicio do tratamento com CQ (Baird et al., 1997). Neste
periodo, quando a droga esta presente em niveis terapéuticos, nenhum parasito
deve ser encontrado na corrente sanguinea. A fim de se descartar a possibilidade
de falha terapéutica, a Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS) recomenda
a dosagem dentro de um periodo de 28 dias dos niveis plasmaticos da cloroquina e

de seu metabdlito ativo, a desetilcloroquina (OPAS).

ca SP MQ HF ACT
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Figura 4. Esquema indicando o periodo aproximado de introdu¢ao das drogas antimalaricas (caixas
em verde) e de notificagdo da resisténcia aos antimalaricos (caixas em vermelho). QNR, resisténcia
a quinina; CQ, cloroquina; CQR, resisténcia a cloroquina;, SP, sulfadoxina-pirimetamina; SPR,
resisténcia a sulfadoxina-pirimetamina; MQ, mefloquina; HF, Halofantrina; MQR, resisténcia a
mefloquina; HFR, resisténcia a Halofantrina; ACT, terapia baseada em derivados de artemisinina.

1.4 Modo de acao das drogas antimalaricas
Classe das quinolonas

Essa classe inclui os antimalaricos mais comuns: tipo 1 (as 4-
aminoquinolona cloroquina e amodiaquina) e tipo 2 (as arilaminas alcool QN, MF e
halofantrina) (Olliaro, 2001). As drogas do tipo 1 sdo bases fracas, desprotonadas e
hidrofilicas em pH neutro, enquanto as do tipo 2 sdo bases ainda mais fracas e
lipossoluveis em pH neutro (Warhurst, 1987). Apesar de nao totalmente
compreendidos, alguns mecanismos de acédo para estas classes sao propostos.
Alguns deles sao: inibicdo da sintese proteica (Surolia and Padmanaban, 1991),

inibicdo da sintese de acido desoxirribonucleico (DNA) e acido ribonucleico (RNA)



20

(Meshnick, 1990) e inibicdo da proteinase aspartica (Vancer Jagt et al., 1986).
Entretanto, para que estas drogas apresentassem tais mecanismos seriam
necessarias altas concentragdes das mesmas no organismo humano. No vacuolo
parasitoéforo é realizada a degradacao da hemoglobina onde o grupo heme, o qual
€ téxico para o parasito, € convertido em um produto nado téxico chamado
hemozoina (Jani et al., 2008). O mecanismo de acdo mais aceito € a interferéncia
no metabolismo do grupo heme, ja demonstrada em diferentes estudos (Bray et al.,
1998; Mungthin et al., 1998), resultando na producdo de compostos altamente
téxicos. Em pH neutro, a CQ se difunde através de diversas membranas, entretanto
em pH acido (por exemplo, no vacuolo digestivo) ela se torna impermeavel, se

acumulando nesta organela (Ginsburg and Geary, 1987).
Classe dos antifolato

Esta classe resulta na inibicdo das enzimas da via do folato, reduzindo a
sintese de bases pirimidinicas, e, consequentemente, a producao de DNA. Além
disso, os antifolatos interferem na formacao dos aminoacidos serina e metionina
(Olliaro, 2001). A droga pirimetamina afeta a atividade da enzima diidrofolato
redutase de P. falciparum (pfdhfr), enquanto a sulfadoxina impede a atividade da
diidropeteroato sintase (pfdhps) (Figura 5) (Severini and Menegon, 2015). O
desenvolvimento da resisténcia resultou do acumulo de polimorfismos nestes
genes, diminuindo a afinidade das drogas pelos seus alvos e levando a altos
indices de falha terapéutica pelo parasito in vivo na Asia, América do sul e Africa
(Heinberg and Kirkman, 2015).
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Figura 5. Via de novo do folato de P. falciparum. GTP-ciclohidrolase € a primeira enzima desta via.
As demais enzimas est&o indicadas nas caixas pretas, seguidas de seus respectivos substratos. As
setas vermelhas indicam os inibidores da via do folato. Adaptado de Heinberg et al., 2013.

Classe dos derivados de artemisinina (ART)

Os compostos derivados de ART podem ser extratos naturais da planta
Artemisia annua (Alesaeidi and Miraj, 2016) ou compostos sintéticos como a
dihidroartemisinina, artesunato (AS), artemeter e arteeter (Olliaro, 2001). Estes
compostos conseguem reduzir maiores taxas de parasitemias por ciclo do que as
demais classes de antimalaricos e s&o utilizadas para casos de malaria grave e
nao complicada (White, 1997). Porém, por possuirem um tempo de meia-vida
curto, € recomendado seu uso em combinagdo com drogas com tempo de meia-
vida longo para garantir sua eficacia (WHO, 2001). Seu mecanismo de ac¢ao nao &
compreendido totalmente, mas a hipdtese mais aceita &€ que a ponte
endoperoxidica, comum aos derivados da artemisinina, é reduzida pelo grupo
heme ou pelo ferro ibnico ou a protonacdo da ponte endoperoxidica levara a

producao de radicais livres de oxigénio, levando a morte do parasito (Bray et al.,
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2005; Olliaro et al., 2001). Porém, alguns estudos mostram que somente esta ponte
endoperoxidica ndo é suficiente para a atividade antimalarica (Golenser et al.,
2006; White, 2008), sendo outros mecanismos de agao também propostos, como a
despolarizacdo da membrana mitocondrial (Krishna et al., 2006) e inibicdo da
enzima reticulo-endoplasmatico Ca2+ ATPase, codificado pelo gene pfatp6
(Eckstein-Ludwig et al., 2003).

1.5 Mediadores da resisténcia aos antimalaricos
PfCRT - Transportador de resisténcia a cloroquina de Plasmodium falciparum

Esta proteina possui 45 kDa, compreendendo 10 dominios transmembrana
inseridos na membrana do vacuolo digestivo (Cooper et al., 2002). O vacuolo
digestivo é alvo de diversos antimalaricos, como a CQ e QN (Figura 6) (Fitch,
2004). Uma menor concentragcao de CQ é encontrada no vacuolo digestivo de
parasitos resistentes quando comparados aqueles sensiveis. Portanto,
aparentemente este transportador reduz a quantidade de droga localizada na
organela (Cabrera et al., 2009). Uma vez que os polimorfismos encontrados em
PfCRT estao associados com a redugao do acumulo de CQ, é levantada a hipétese

de que a proteina mutada regule o acesso da CQ ao seu alvo (Bray et al., 1998).

O PfCRYT foi identificado a partir da analise de um cruzamento genético entre
um clone resistente de P. falciparum e outro sensivel a CQ. No estudo de Fidock et
al. (2000), a presenca de diversos polimorfismos (Figura 6) foi associada com o
aumento da acidificagdo do vacuolo parasitéforo, refletindo uma alteragéo no fluxo
de CQ ou reducao de sua ligagdo com o grupo heme. Além disso, a comparagao
da sequéncia de PfCRT de isolados sensiveis e resistentes evidenciou a presenca
de tais polimorfismos nos isolados resistentes (Fidock et al., 2000).
Posteriormente, o papel deste gene na resisténcia a CQ foi confirmado através de
experimentos onde o alelo selvagem foi substituido pelo alelo mutado, conferindo o
fendtipo de resisténcia (Sidhu et al., 2002). Uma substituicao de treonina pela lisina
na posicao 76 parece ter importante papel na resisténcia a CQ, sendo conservada
em diferentes isolados com este fenoétipo. Tais resultados sdo consistentes tanto
em analises in vitro, quanto em achados in vivo, permitindo que este polimorfismo
seja um bom marcador molecular de resisténcia a CQ (Hyde, 2005;

Wongsrichanalai et al., 2002).
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Vacuolo
digestivo

PfCRT

Figura 6. Topologia de PfCRT. As setas pretas indicam aminoécidos polimorficos. A substituicdo de
lisina para treonina na posigéo 76, conservada em parasitos resistentes a CQ, esta indicada pela
seta em vermelho. Os residuos que podem ser fosforilados séo indicados em verde. Adaptado de
Sanchez et al.,, 2010.

Pfmdr1 — Gene da multirresisténcia em Plasmodium falciparum

A resisténcia a multiplas drogas é um fendtipo comum em células
cancerigenas e frequentemente associada a uma proteina chamada P-
glicoproteina, codificada pelo gene mdr1 (multidrug resistance 1). A P-glicoproteina
€ um transportador da familia ABC, capaz de transportar diferentes classes de
drogas (Higgins, 2007). As similaridades entre a multirresisténcia das células
cancerigenas com a resisténcia a CQ em P. falciparum levaram ao estudo de seu
homologo, a P-glicoproteina 1 (Pgh-1) (Foote et al.,, 1989). Esta proteina possui
162 kDa e esta localizada na membrana do vacuolo digestivo (Duraisingh and
Cowman, 2005).

Polimorfismos nos aminoacidos 86, 184, 1034, 1042 e 1246 podem alterar a
susceptibilidade in vitro a diversos antimalaricos como QN, HF, MQ e artemisinina
(ART) (Figura 7) (Pickard et al., 2003; Reed et al., 2000; Sidhu et al., 2005). As
substituicbes de asparagina para acido aspartico na posicao 1042 e asparagina
para tirosina na posicéo 86 tém um papel fundamental na resisténcia a QN e CQ,
respectivamente (Duraisingh and Cowman, 2005; Sidhu et al., 2005). Diversos
estudos mostraram que a Pgh-1 funciona como uma bomba de efluxo,
transportando substancias do citoplasma para o vacuolo digestivo (Higgins, 2007;
Karcz et al., 1993; Rohrbach et al., 2006; van Es et al., 1994). Desse modo, se o

alvo de determinado antimalarico, como CQ e QN, esta presente no vacuolo
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digestivo, um menor efluxo pela Pgh-1 é vantajosa para o parasito (Fitch, 2004). De
forma similar, se o alvo se encontra no citoplasma, o transporte destas drogas para
um compartimento onde elas nao serdo prejudiciais ao parasito € igualmente

vantajoso (Eckstein-Ludwig et al., 2003; Rubio and Cowman, 1996).

A .
Vactolo Vacuolo
digestivo digestivo
T Ty HF, CQ, QN, MQ, ART
[LILILIL RN IR TATHIRY
) a1 A YAS M PP % b Citoplasma
u Sl ] R | o Q‘ £ Citoplasma
NHpoo % o 4 E % & B P 1246
"‘{444,5" & L s % {
B i  nNBD1 Sl NBD2
Tl a2 345785 el 5 1092-1410 ceragarare
i . §
PfMDR1 g5 PfMIDR1

Figura 7. Topologia e funcdo de PfMDR1. (A)u':As setas pretas indicam posi¢cdes de aminoacidos
polimérficas (destacados em vermelho) associadas com a alteracido da resposta a diferentes
antimalaricos. NBD, dominio de ligagéo a nucleotideos. (B) A Pgh-1 parece atuar como bomba de
efluxo de diversos antimalaricos para dentro do vacuolo digestivo. Adaptado de Sanchez et al.,
2010.

Pfgch1 — GTP-ciclohidrolase 1 de Plasmodium falciparum

O gene pfgch1 codifica a primeira enzima da via do folato, tendo grande
importancia na sintese de acidos nucléicos (Dittrich et al., 2008; Kapatos et al.,
1999). As drogas antifolato ttm como alvo duas enzimas desta mesma via, DHPS
(diidropeteroato sintase) e DHFR (diidrofolato redutase), agindo como
competidores de seu substrato, o acido 4-aminobenzoico ou PABA. Polimorfismos
nessas enzimas resultam em altos niveis de resisténcia (Peterson et al., 1988;
Triglia and Cowman, 1994), além de reduzirem a estabilidade destas enzimas e,
consequentemente, sua eficiéncia (Fohl and Roos, 2003; Sirawaraporn et al.,,
1997). Dessa forma, um aumento na expressao de GTP-ciclohidrolase 1, associado
a amplificagdo deste gene, agiria como um mecanismo compensatorio,
aumentando a eficiéncia desta via ao disponibilizar uma maior quantidade de
enzimas, contribuindo para a manutencdo destas populacdes resistentes aos
antifolatos (Heinberg et al., 2013; Kidgell et al., 2006).
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Marcadores moleculares de resisténcia aos antimalaricos em P. vivax

Diferente da compreensdo sobre os mecanismos de resisténcia aos
antimalaricos em P. falciparum, esse entendimento ainda é limitado para P. vivax.
Ainda que modelos biolégicos, como o de macacos do género Aofus, tenham
permitido avangos na compreensado dos mecanismos de resisténcia desta espécie,
a maioria dos dados disponiveis atualmente vem da investigacdo de genes
ortélogos de P. falciparum (Khim et al., 2014). Entretanto, essa extrapolacao pode
nao refletir o real mecanismo de resisténcia devido a diferencas biolégicas
intrinsecas entre estas espécies. Diversos fatores dificultam o estudo molecular em
P. vivax como a dificuldade de estabelecer um protocolo de cultura in vitro continuo
(Gongalves et al., 2014) e de diferenciar uma recrudescéncia devido a falha

terapéutica de uma recaida ou nova infecgéo.

As principais evidéncias dos mecanismos de resisténcia em P. vivax sao
provenientes de experimentos com o gene pvcrt-o. Este gene foi transfectado em
P. falciparum e Dictyoselium discoideum, onde foi observado que sua
superexpressao era responsavel por uma diminuicdo na susceptibilidade a CQ,
sugerindo que PvCRT-O poderia modular o acumulo de CQ em P. vivax (Sa et al.,
2006). Além disso, o aumento da expressado deste gene ja foi relacionado com a
resisténcia a CQ, porém o estudo avaliou somente o aumento na quantidade de
RNAm (Fernandez-Becerra et al., 2009).

Outro importante gene em P. vivax que pode apresentar relagdo com
resisténcia € o pvmdr1. Uma correlagao entre resisténcia a CQ e polimorfismos
neste gene ja foi demonstrada em amostras da Papua Nova Guiné (Suwanarusk et
al., 2007). Entretanto, como a resisténcia a CQ foi descrita frequentemente em
isolados do parasito que nédo apresentavam mutacao em pvmdr1 (Kim et al., 2011;
Sa et al,, 2005), tais polimorfismos ndo sdo considerados bons marcadores de

resisténcia para P. vivax.

Diante deste cenario, apesar das evidéncias clinicas de falha do tratamento
in vivo, a associag¢ao entre polimorfismos nos genes pvcrt-o € pvmdr1 e resisténcia
ainda ndo é bem estabelecida e sado necessarios mais estudos para sua
compreensao (Nomura et al.,, 2001; Orjuela-Sanchez et al., 2009; Suwanarusk et
al., 2007).
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1.6 Marcadores moleculares de resisténcia aos antimalaricos

Uma abordagem importante utilizada no monitoramento e estudo da
resisténcia é a genotipagem de marcadores associados com este fendtipo.
Comumente, estes marcadores sao polimorfismo de base unica (SNP) e variagédo
no numero de copias génicas (CNV). O SNP é o polimorfismo mais amplamente
estudado e varios deles em genes de P. falciparum e P. vivax foram associados a
resisténcia aos antimalaricos, como descrito anteriormente. Por outro lado, o
estudo de CNVs em Plasmodium & recente, sendo a maioria em P. falciparum. Os
CNVs sao observados nos genomas de eucariotos em geral e estima-se que entre
0,3 a 1,0% do genoma de P. falciparum difira em numero de cépias génicas entre
isolados do parasito (Jiang et al., 2008; Kidgell et al., 2006; Ribacke et al., 2007).
Como estes polimorfismos alteram a dosagem génica, espera-se que o nivel de

expressao génica e o fendétipo também sejam alterados.

As bases moleculares da resisténcia aos diferentes antimalaricos ndo é
totalmente compreendida, mas CNVs em diferentes genes de P. falciparum ja
foram associados a resisténcia, tais como no gene pfmdr1 (multiplas drogas — QN,
CQ, MQ e HF) e pfgch1 (SP) (Mita et al., 2009; Nair et al., 2008). O pfmdr1 esta
localizado no cromossomo 5 (Cowman et al., 1991; Foote et al., 1989) e para este
gene, tanto SNPs quanto alteragcdes no nivel de expressdo de Pgh-1 podem afetar
o fend6tipo de resisténcia a CQ (Barnes et al., 1992; Foote et al., 1990; Sidhu et al.,
2005). Desta forma, a reducao no nivel de expressao de Pgh-1 como consequéncia
da diminuicdo do numero de coépias génicas de pfmdr1 esta associada a maior
resisténcia a CQ (Barnes et al., 1992). A alteracdo no numero de copias deste gene
também esta associada a resisténcia a MQ, AS, QN e HF. Porém ao contrario do
que ocorre com a CQ, a resisténcia a estas drogas se deve ao aumento no niumero
de copias de pfmdr1 (Cowman et al., 1994; Peel et al., 1994; Pickard et al., 2003,
R. Price et al., 2004).

O gene pfgch1 esta localizado no cromossomo 12 e também esta associado
ao fendtipo de resisténcia em P. falciparum (Bzik et al., 1987; Dittrich et al., 2008;
Triglia and Cowman, 1994). Este gene é caracterizado por apresentar CNV, porém
nao esta claro como o tratamento com os antifolatos seleciona um maior numero

de cépias de pfgch1. As duas possiveis explicacdes sao: (1) a amplificacdo génica
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pode ser diretamente selecionada pelas drogas ou (2) a amplificacao de pfgch1
pode ter um efeito compensatério sobre a reducao da eficacia das enzimas pfdhfr
e/ou pfdhps mutadas (Kidgell et al., 2006; Nair et al., 2008).

Para P. vivax, a principal abordagem utilizada no estudo da resisténcia é a

genotipagem de pvmdr1 e pvcrt-o (Brega et al., 2005; Nomura et al., 2001).

Até o momento, poucos estudos envolvendo amostras apenas do sudeste
asiatico investigaram a relacao entre os CNVs e resisténcia em P. vivax, onde foi
observada a amplificagdo do gene pvmdr1 (Imwong et al., 2008; Lu et al., 2011,
Suwanarusk et al., 2008). Estes resultados sao intrigantes, uma vez que em P.
falciparum o aumento do numero de copias génicas de pfmdr1 esta associado a
maior resisténcia a drogas como MQ, AR, QN e HF. Porém estas drogas nédo sao
as comumente utilizadas no tratamento da malaria por P. vivax nas regides
estudadas. Uma possivel explicagdo dada por Suwanarusk et al. (2008) para o
aumento do numero de copias de pvmdr1 em isolados da Tailandia é que o
diagnostico frequentemente errado das infecgcbes por P. vivax resulta na
quimioterapia com drogas utilizadas no tratamento de infec¢do por P. falciparum,

como a MQ.

Em relacdo ao gene pvcrt-o, estudos sugerem uma associagao entre
gravidade clinica e aumento da expressao deste gene (Fernandez-Becerra et al.,
2009; Melo et al., 2014), assim como para o gene pvmdri1 (Melo et al.,, 2014).
Entretanto, nestes estudos nao foi avaliado se 0 aumento observado na expressao
destes genes correlacionava-se com o aumento no numero de cdpias génicas.
Como ja foi evidenciada uma associacao entre malaria grave e a presenca de
isolados de P. vivax resistente a drogas antimalaricas (Melo et al., 2014; Tjitra et
al., 2008), os estudos de Fernandez-Becerra et al. (2009) e Melo et al. (2014)
podem indicar uma associagdo entre resisténcia e amplificacdo de pvcrt-o e

pvmdr1.
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2 Justificativa

Muitas questdes permanecem pouco esclarecidos sobre as bases genéticas
da resisténcia em P. falciparum e P. vivax. A maioria dos estudos busca
estabelecer associagdes entre polimorfismos de base uUnica e a resisténcia aos
antimalaricos. Entretanto, é evidente que outros mecanismos também estao
envolvidos na resisténcia do Plasmodium. O papel do CNV tem sido avaliado nos
ultimos anos em diferentes paises, indicando a importancia deste polimorfismo no
fenétipo de resisténcia do parasito. Entretanto, no Brasil as informag¢des sobre a
presenca e distribuicdo do CNV se limitam a poucos estudos, tornando necessaria
a realizacdo de uma investigacdo que abranja outros genes relacionados a
resisténcia, assim como um maior nimero de isolados que representem diferentes
populagbes do parasito. Assim, esse estudo tem como objetivo definir o perfil
genético dos isolados de P. falciparum e P. vivax de diferentes regibes da
Amazénia brasileira, fornecendo uma linha de base para o monitoramento
molecular da resisténcia aos antimalaricos na regido da Amazénia brasileira. De
importancia, este estudo foi o primeiro a avaliar a presenca de CNV em genes
relacionados com resisténcia aos antimalaricos (pfgch1 e pvcrt-0) no pais.
Paralelamente, este trabalho teve como objetivo mapear o CNV ao redor do mundo
por meio de uma revisdo sistematica, a fim de entender sua presenca em

diferentes areas endémicas.
3 Objetivos

Avaliar a variabilidade no numero de cbpias em genes associados a
resisténcia aos antimalaricos em isolados de P. falciparum e P. vivax da regiao

amazonica brasileira.
3.1 Objetivos especificos

Investigar a presenca da variagcdo do numero de copias nos genes pfmdr1 e pfgch-

1 de P. falciparum e pvmdr1 e pvcrt-o de P. vivax.

Genotipar os polimorfismos de base uUnica nos genes pfcrt e pfmdr1 de P.

falciparum.
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Realizar uma revisdo sistematica acerca da distribuicdo nos varios paises do
mundo de CNV nos genes pfmdr1 e pfgch-1 de P. falciparum e pvmdr1 e pvcrt-o de

P. vivax.
4 Metodologia
4.1 Pacientes e obtencao de amostras

Cento e doze amostras de sangue de pacientes infectados pelo P. vivax ou
P. falciparum de trés diferentes estados brasileiros (65 de Mato Grosso, 37 de
Rondbnia e 10 do Amapa) foram incluidas neste estudo (Tabela 1). A confirmacgéao
da infeccdo de Plasmodium spp. foi baseada na gota espessa corada por solugao
de Giemsa, analisada por microscopistas treinados, de acordo com o manual de
diagnostico da malaria do Ministério da Saude Brasileiro (Ministério da Saude,
2010). As amostras de DNA foram extraidas do sangue periférico coletados em
tubos contendo EDTA utilizando o sistema QlAamp DNA (QIAGEN, Chatsworth,
CA, USA). As coletas foram realizadas entre agosto de 2002 e maio de 2012 pelo
nosso grupo de pesquisa ou pelo colaborador Dr. Cor Jesus Fontes (Universidade
Federal de Mato Grosso/ MT).

Tabela 1. Caracteristica dos pacientes incluidos no estudo.

Regido (N)' Periodo Género (masculino, %) Média de Idade, anos

(intervalo®)
P. falciparum
Amapa (10) 2004 70 35 (11-62)
Rondoénia (4) 2008 75 41 (31-52)
Mato Grosso (17) 2002-2012 82 37 (15-64)
P. vivax
Rondonia (23) 2008 74 36 (12-60)
Mato Grosso (14) 2005-2012 86 34 (10-54)

"Estado da coleta da amostra e nimero de isolados analisados.
2 Intervalo, minimo e maximo.

4.2 Estimativa do numero de copias dos genes de Plasmodium spp.

O CNV em genes de Plasmodium foi determinado pela Reagcdo em Cadeia
da Polimerase (PCR) em Tempo Real usando sondas de hidrélise e iniciadores
especificos para cada gene. Sondas e iniciadores descritos na literatura foram
usados para amplificacao do gene pfmdr1 e pftubulin (R. Price et al., 2004), pfgch1
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(Nair et al., 2008) e pvmdr1 e pvtubulin (Imwong et al., 2008). Os iniciadores e

sonda do gene pvcrt-o foram desenhados para este estudo (Tabela 2).

Tabela 2. Sequéncia dos iniciadores e sonda utilizados neste estudo.

Gene Sequéncia
Iniciador senso 5'- TGC ATC TAT AAA ACG ATC AGA CAA A
pfmdr1 5'-TCG TGT GTT CCA TGT GAC TGT

(R. N. Price et al., 2004)

Iniciador anti-senso
Sonda

'-TTT AAT AAC CCT GAT CGAAAT GGAACCTTTG

pfgch1
(Nair et al., 2008)

Iniciador senso
Iniciador anti-senso
Sonda

5 -CCTTTT GAAGGT ACATGT GATATT GAG T

5 -GCG TTACAAATATCG TTAGTT AAATCT TCT

5'- CTT GAA AAT TTA GAT AAC CCG A

Pftubulin
(R. N. Price et al., 2004)

Iniciador senso
Iniciador anti-senso
Sonda

5 -TGATGT GCG CAAGTGATCC
5-TCCTTT GTG GAC ATT CTT CCT C

5'-TAG CAC ATGCCG TTAAAT ATCTTC CATGTC T

Iniciador senso

5’- AAC GCA GGA GGA GAATTC CA

pvcrt-o Iniciador anti-senso 5- GGG TCG CCA AAT CCT ACA ATC
Sonda 5-TGT TTAACCTCG TGT TGATTG CCT CGC
Iniciador senso 5'-CAG CCT GAAAGATTT AGAAGC CTT
pvmdr1

(Imwong et al., 2008)

Iniciador anti-senso
Sonda

5 -CGGCTGTTG GAATCACTT TGA

5' - CGG AGG AGT CGA ACG AAG ATG GTT TTT CTT

Pvtubulin

Iniciador senso
Iniciador anti-senso

5 -TCG CTT AAC GAC GTC CCC
5' - TGG AAT GTC ACA AAC GCT GG

(Imwong et al., 2008)

Sonda 5 -TTC CGC TTC CCC CTC CAC AGG

As reacgdes de amplificacao foram realizadas em um volume total de 10 uL
na presenca de 5 pL de Tagman® Universal PCR Master MIX 2x (Applied
Biosystems, AB, Foster City, CA, USA), 1 yL de DNA (~100-200 ng), 900 nM
(pfmdr1, pfgch1 e pvmdr1) ou 300 nM (pftubulin, pvtubulin e pvcrt-o) para os
iniciadores senso, 900 nM dos iniciadores anti-senso para todos os genes, e 200
nM (pfmdr1, pfgch1, pvmdr1 e pvcrt-o) ou 250 nM (pftubulin e pvtubulin) para as
sondas. Os parametros de ciclagem para a PCR foram as seguintes: desnaturacao
inicial a 95 °C por 10 minutos, 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C e 1 minuto a 60
°C. A PCR foi realizada em triplicada no sistema Applied Biosystems Viia7 real-
time PCR (AB) em placas de 384 pocos. O gene contendo cépia unica, B-tubulina,
foi usado como referéncia (normalizador) (Imwong et al., 2008; R. Price et al.,,
2004) e uma amostra de campo com uma unica cépia do gene alvo foi usado como
calibrador. O método 244 foi usado para estimar o nimero de copias dos genes
pfmdr1, pvmdr1 e pvcrt-o em relagéo a o gene calibrador beta-tubulina (cépia Unica
no genoma de Plasmodium). Para o gene pfgch1, uma curva de calibragao foi

usada com plasmideos contendo o inserto do mesmo gene devido a diferenca de
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eficiéncia das reagdes de amplificacdo do gene alvo e do normalizador. As
amostras foram consideradas como cépia uUnica quando o valor estimado do
numero de copias foi de 0,5 a 1,5, enquanto valores acima de 1,5 foram definidos
como amplificacdo génica. Somente amostras com CT - cycle threshold (definido
como o numero do ciclo da reagao no qual a fluorescéncia gerada supera o limiar
de fluorescéncia) < 32 ou desvio padrao das triplicatas < 0,3 foram consideradas
nas analises. Cada experimento foi desenvolvido em triplicata e a amplificagéo

génica foi confirmada por trés experimentos independentes.
4.3 Detecgao de Polimorfismo de Base Unica nos genes pfmdr1 e pfcrt

PCR seguida por analise de polimorfismo de fragmentos de restricdo (PCR-
RFLP) foi realizada para identificar SNPs nos cédons 76 do gene pfcrt e 86 em
pfmdr1, de acordo com o protocolo de Durand et al. (2002) e Lopes et al. (2002),
respectivamente. De acordo com essa técnica, apds a amplificacdo das sequéncias
especificas de cada gene, o produto foi submetido a digestdo com uma enzima que
reconhece como sitio de restricdo o polimorfismo na sequéncia a ser analisada.
Nesse estudo, o amplicon foi submetido a digestdo enzimatica com Apol (New
England BiolLabs, Ipswich, MA, USA) durante 2 horas a 50° C, seguido pela
inativagdo enzimatica por 2 minutos a 80° C. Os fragmentos de restricdo foram
visualizados em um gel de poliacrilamida 12% corado com prata. A cepa 3D7 de P.
falciparum foi usada como controle (possui ambos os cédons nao mutados que sao

clivados em dois fragmentos para ambos os genes).

Tabela 3. Perfil da digestao enzimatica dos genes pfmdr1 e pfecrt.
Amplicon (pares de bases) | Produto da digestao (pares de bases)
pfmdr1 504 255 e 249

pfert 199 126 e 73

4.4 Revisao sistematica da literatura

Uma revisdo sistematica da literatura foi conduzida entre maio de 2014 e
novembro de 2015. Uma busca avancgada foi realizada usando as palavras-chave:
plasmodium; copy number; resistance; gene; copy number resistance e gene copy,
nos bancos de dados: Pubmed, Malaria Journal, Science Direct e CAPES. Essas

palavras-chave foram identificadas no titulo, resumo e corpo do texto, de acordo



32

com o algoritmo de busca de cada banco de dados. Um critério de exclusao
manual foi aplicado: (1) estudos com outra espécie de Plasmodium que nao P.
falciparum ou P. vivax; (2) estudos com cepas de laboratério cultivadas in vitro; (3)
outras revisdes sistematicas; e (4) estudos com outros genes relacionados com a
resisténcia aos antimalaricos que nao pfmdr1, pfgch1, pvmdr1 e pvcrt-o. Todos os
artigos duplicados e artigos de revisdo foram excluidos; os estudos clinicos foram
incluidos nesta revisao sistematica. O titulo, resumo e métodos de todos os 301
artigos selecionados foram analisados para identificar aqueles que estavam de
acordo com os critérios de inclusao. Dos artigos elegiveis os seguintes dados
foram extraidos: autor; ano da coleta da amostra (quando disponivel); pais onde o
estudo foi realizado; numero amostral e frequéncia do CNV naquela populagao de

parasitos.
5 Resultados
5.1 Padronizagao da PCR em tempo real para o gene pvcrt-o

Para este estudo, os iniciadores e sonda para o gene pvcrt-o foram
desenhados, uma vez que nao havia outro trabalho a amplificar este gene para
calculo de CNV. A tabela 4 resume as concentracdes utilizadas para os iniciadores
senso e anti-senso durante a padronizacdo. Para padronizar a sonda, foram
utilizadas as concentragdes de 150, 200 e 250 nM, de acordo com as instrugdes do

fabricante.

Tabela 4. Concentragdes utilizadas para os iniciadores.

Iniciador senso (nM)
300 900
. . 300 300/300 900/300
Iniciador anti-senso (nM)
900 300/900 900/900

A concentragdo de 300/900 nM para os iniciadores demonstrou melhor
amplificacdo. A melhor concentragcédo para a sonda foi a de 200 nM, apresentando

amplificacdo média no ciclo 19, com desvio padrao de 0,101.
5.2 Estimativa de Variagcao de Numero de Copias em pfmdr1 e pfgch1

A analise da variagdo do numero de coépias para os genes pfmdr1 e pfgch1

(Figura 8) foi realizada com sucesso em trinta e uma amostras de pacientes
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infectados por P. falciparum de Mato Grosso, Rondénia e Amapa. Para todos os

isolados analisados, nenhum apresentou amplificagdo génica.
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Figura 8. Distribuicdo da variagdo do numero de copias para os isolados de P. falciparum. (A) Perfil
de amplificagéo para o gene pfdmr1 para alguns dos isolados analisados. (B) Perfil de amplificagdo
génica para pfgch1. As barras horizontais representam os valores estimados de quantificacao
minima e maxima do numero de copias do gene obtidas dos experimentos em ftriplicata. Costa,
2017.

5.3 Analise de Polimorfismo de Base Unica em pfcrt e pfmdr1

As amostras de P. falciparum foram genotipadas para polimorfismos em pfcrt
(K76T) e pfmdr1 (N86Y). Vinte e sete amostras foram analisadas com sucesso (10
de Amapa, 16 de Mato Grosso e 1 de Ronddnia) para ambos os genes (Figura 9).
Para pfcrt, todas as amostras continham o polimorfismo no cdédon 76 (Figura 9 A).
Para todas as amostras analisadas, o polimorfismo no cédon 86 de pfmdr1 nao foi

encontrado (Figura 9 B).
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Figura 9. Perfil eletroforético dos genes pfcrt e pfmdr1 para isolados de P. falciparum (A) Perfil
eletroforético do gene pfcrt. Nao houve clivagem do fragmento pela ezima de restricdo, indicando a
presenga do polimorfismo K76T (AAA>ACA). A banda nao clivada apresenta 199 pares de bases.
(B) Perfil eletroforético do gene pfmdr1. Houve clivagem do fragmento original em outros dois
fragmentos de 255 e 249 pares de bases, indicando a auséncia do polimorfismo no coédon 86
(AAT>TAT). Gel de poliacrilamida 12% corado com nitrato de prata. Costa, 2017.

5.4 Variagcao do Numero de Copias em pvmdr1 e pvcrt-o

Para caracterizar o padrao de CNV dos isolados de P. vivax da regiao
Amazonica Brasileira, trinta e oito amostras foram analisadas. Em Mato Grosso,
considerando todos os periodos analisados, seis de quatorze (43%) isolados
apresentaram multiplas cépias do gene pvmdr1 (Figura 10). Em Rondénia, de vinte
e trés amostras analisadas, apenas uma amostra (4%) apresentou multiplas copias
do gene (Figura 10 B). Para o gene pvcrt-o, apenas uma de quinze amostras (7%)
de Mato Grosso tinha multiplas cépias do gene (Figura 11) e nenhuma amostra de

Rondénia mostrou amplificagao (Figura 11 B).
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Figura 10. Variagcdo do numero de copias para o gene pvmdr1 e pcvrt-o. Para o gene pvmdr1, 7
amostras apresentaram amplificacdo para as regides de Mato Grosso e Rondénia. Para o gene
pvcert-o, a amplificacéo foi observada em apenas uma amostra de Mato Grosso.

5.5 Variagao do Numero de Copias em Plasmodium spp.: revisao sistematica

da literatura

Um total de 307 artigos foi selecionado de quatro bancos de dados e 81
destes artigos foram incluidos na revisao sistematica, de acordo com os critérios
estabelecidos (Tabela 3). Estudos incluindo amostras de quatro continentes
constituiram a revisdo, onde a Asia e Africa foram as regides com mais trabalhos
selecionados (86%). A maioria dos estudos avaliou a variabilidade genética em
isolados de P. falciparum, relacionado com o numero de coépias em pfmdri.
Somente dois estudos analisaram o gene pfgch1. Para o gene pvmdri, oito

estudos foram selecionados para inclusao e nenhum para o gene pvcrt-o.

Nas Américas e Africa, a amplificagdo de pfmdr1 é restrita a certas
localidades (Figura 12). Assim, a maioria dos estudos nas Américas reportou
auséncia de amplificacdo em pfmdr1 em isolados de P. falciparum; a taxa de
amplificacdo variou de 6% a 38% (Figura 12). Para alguns paises como Brasil e
Guiana Francesa foram descritos cerca de 30% de amplificacao de pfmdr1 (entre 2
a 4 copias) nas amostras analisadas. Em contraste, na Africa a prevaléncia de
isolados com cépia unica de pfmdr1 chega a quase 100% em diferentes paises,

com excecao da Etidpia.
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Diferente dessas regides, os paises asiaticos apresentaram uma alta taxa e
distribuicdo de isolados com amplificacdo de pfmdr1 (Figura 12). Os estudos
mostram que na fronteira da Tailandia-Mianmar a taxa de amplificacdo € maior,
chegando a 100%. De forma geral, os paises do sudeste asiatico tiveram uma
maior prevaléncia de isolados de P. falciparum com amplificacdo de pfmdri,

enquanto isolados do sudoeste asiatico ndo apresentaram amplificagéo génica.

Em relagdo ao gene pfgch1, apenas dois estudos avaliaram a presenca de
CNV em isolados de campo. Na Africa, Kiwuwa et al., (2013) ndo detectou
amplificacdo em 21 isolados analisados. Entretanto, no sudeste asiatico uma
diferenca significativa nas taxas de amplificacdo deste gene foi reportada em
isolados da Tailandia (72%) e Laos (2%), paises que tém histérias de selegcéo

contrastantes.

Nas Américas e na Africa, poucos estudos avaliaram o CNV no gene
pvmdr1, encontrando baixas taxas de amplificacdo (1 a 3%) (Figura 13). Na Asia, a
amplificacdo deste gene foi reportada no Camboja (4%) e principalmente na
Tailandia (7 a 39%) (Figura 13).

Tabela 5. Artigos elegiveis para a inclusao na revisao sistematica.

Bando de dados Selecionados Incluidos
Pubmed® 90 50
Malaria Journal® 135 18
Science Direct® 26 4
CAPES’ 50 5
TOTAL 301 78

*https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/

® https://malariajournal.biomedcentral.com/
¢ http://www.sciencedirect.com/
http://www.capes.gov.br/
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Figura 11. Distribuicdo dos isolados de P. falciparum avaliados quanto & presenca de CNV para o gene pfmdr1. Em vermelho, esta representada a
frequéncia de isolados com amplificacdo génica e a area em azul se refere a frequéncia de isolados com uma Unica coépia génica. O raio do grafico é
proporcional ao numero de amostras analisadas. Costa et al, 2017.
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Figura 12. Distribuicdo dos isolados de P. vivax avaliados quanto a presenca de CNV no gene pvmdri. Em vermelho, esta representada a frequéncia de

isolados com amplificagdo génica e a area em azul se refere a frequéncia de isolados com uma unica copia génica. O raio do grafico é proporcional ao
numero de amostras analisadas. Costa et al, 2017.
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6 Discussao

A eficacia de diversas drogas antimalaricas € limitada devido a resisténcia
dos parasitos. Diversos fatores contribuem para o aparecimento e propagacao da
resisténcia, como polimorfismos em genes importantes para o estabelecimento
deste fendtipo. Estes polimorfismos servem como marcadores moleculares,

atuando como ferramentas de vigildncia e monitoramento da resisténcia.

Alguns genes ja foram identificados e relacionados com a resisténcia como o
pfmdr1 e, amplificacdes deste gene sado relacionadas com a alteragdo na
susceptibilidade e resisténcia a diferentes antimalaricos como CQ, MQ, QN e HF
(Reed et al., 2000). Um aumento no numero de cdpias desse gene € o
determinante mais importante de resisténcia a MQ e pela redugéo da sensibilidade
ao AS in vitro (Cowman et al., 1994; Peel et al., 1994; R. Price et al., 2004). No
Brasil, a resisténcia aos antimalaricos por P. falciparum é reportada desde 1910
(Gama et al., 2011). Entretanto, em nosso estudo, nédo foi observada a amplificagao
do gene pfmdr1 em nenhuma das regides estudadas para os trinta e um isolados
analisados. Outro trabalho também avaliou a presenga de CNV em pfmdr1 em
amostras coletadas durante quatro décadas no Brasil (de 1984 e 2011), quando
pacientes eram tratados com QN combinada com tetraciclina, MQ ou ACT (Inoue et
al., 2014). Nesse periodo, a taxa de amplificacdo de pfmdr1 chegou a 42%.
Particularmente, o uso de drogas como MQ pode ser uma das explicacbes para a
alta taxa de amplificacdo observada. Uma notavel diferenga entre o presente
estudo e o de Inoue et al. (2014) é a regiao e o periodo de coleta das amostras
(anos 2000 no presente estudo), o que poderia levar as diferencas observadas no
perfil de diversidade genética descrito em ambos os estudos. De acordo com isso,
a distribuicao de P. falciparum com estruturas populacionais distintas tem sido
descritas na regiao da Amazédnia Brasileira (Machado et al., 2004). Uma vez que os
dados do estudo de Inoue et al. (2014) ndo foram demonstrados por regiao,
diferencas na distribuicdo do CNV com nosso estudo devido ao local de infeccao
nao puderam ser avaliadas. Com a auséncia de amplificagdo aqui observada, outra
hipotese seria a reversao do fenétipo de resisténcia devido a retirada das drogas,
e, consequentemente, a pressido exercida por elas, como ja reportado na Africa
(Duah et al., 2013; Ngalah et al., 2015)..
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O genoma de P. falciparum é conhecido por ser plastico (Wootton et al.,
2002), o que significa que o parasito pode passar por uma rapida e extensiva
variagado em resposta a mudangas de acordo com o ambiente que esta inserido,
também conhecido como plasticidade fenotipica (Reece et al., 2009). Em um curto
periodo de tempo, essa plasticidade fenotipica pode modificar ou produzir novos
fendtipos. Assim, esse fendbmeno permite que os parasitos alterem seu fitness por
mecanismos como a expressao génica diferencial (Mideo and Reece, 2011). Um
exemplo foi dado por Preechapornkul et al. (2009) em que cepas de P. falciparum
contendo uma Uunica coépia do gene pfmdr1 sobreviveram preferencialmente na
auséncia de MQ quando comparadas aquelas com multiplas copias. Assim,
parasitos que apresentavam um menor numero de cépias de pfmadrt
provavelmente tinham uma chance de sobrevivéncia maior devido a demanda
energética gerada pela Pgh-1. Essa proteina age como uma bomba de efluxo que
transporta substratos contra seu gradiente de concentracdo com hidrélise de ATP
(Hoffmann and Kroemer, 2004). A MQ foi usada no inicio dos anos 2000 como
segunda linha de tratamento, e somente em 2006 o ACT foi adotado no Brasil.
Assim, a utilizacao restrita da MQ e, desse modo, a baixa pressao exercida por
essa droga pode ter colaborado para a selecao de parasitos com uma unica cépia

de pfmdr1 nas nossas amostras.

A resisténcia a SP foi relatada pela primeira vez na fronteira da Tailandia e
Mianmar nos anos 1970 e pouco tempo depois esse fendtipo ja podia ser
observado em diversas areas endémicas pelo mundo (Hurwitz, 1981). Este fenétipo
em P. falciparum esta relacionado com SNPs em dois genes da via do folato, pfdhfr
e pfdhps (Peterson et al., 1988; Triglia et al., 1997). Entretanto, polimorfismos
nesses genes podem alterar a eficiéncia de seus produtos enzimaticos. O gene
pfgch1 codifica a primeira enzima desta via e 0 aumento do seu nimero de copias
pode agir como um mecanismo compensatdrio, uma vez que esta associado com
um grande numero de SNPs em pfdhfr e pfdhps (Heinberg et al., 2013; Kiimpornsin
et al., 2014; Nair et al.,, 2008). Poucos estudos avaliaram o papel do CNV na
resisténcia a SP, particularmente nas Américas. O presente estudo foi o primeiro a
avaliar CNV em pfgch1 em isolados de P. falciparum do Brasil. Nao foi observada
amplificacdo génica nos isolados nas regibes estudadas. As amostras aqui

estudadas datam dos anos 2000, mais de 20 anos depois da retirada da SP do
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esquema terapéutico nacional no final dos anos 1980. Assim, a auséncia de
amplificacéo deste gene nos isolados brasileiros pode ser um resultado da retirada
dos antifolatos do esquema de tratamento da malaria. De fato, a presengca de CNV
neste gene parece nao ser vantajoso na auséncia da pressdo dos antimalaricos,
tendo impacto no crescimento do parasito, uma vez que a amplificacao deste gene
pode resultar no acumulo de metabdlitos intermediarios da via do folato, podendo
ser deletéria ao parasito (Heinberg et al., 2013). Uma vez que a evolu¢ao dos
parasitos resistentes aos antifolatos € multifacetada e complexa, e a atividade do
gene pfcgh1 esta relacionada com outras enzimas, analises adicionais devem ser

realizadas para confirmar o significado do CNV na aquisi¢ao de resisténcia a SP.

Diversos polimorfismos genéticos tém sido associados com a resisténcia a
CQ nos genes pfmdr1 e pfert. Em nosso estudo, o polimorfismo na posi¢céo 76 do
gene pfcrt foi encontrado em todas as amostras analisadas, apesar da CQ nao ser
usada para o tratamento de malaria por P. falciparum desde meados de 1980
(Boulos et al., 1997). O polimorfismo K76T é essencial para resisténcia a CQ, como
demonstrado por experimentos de transfeccao, e é sugerido que essa mutagdo em
pfert age reduzindo a quantidade de droga no vacuolo digestivo do parasito
(Durand et al., 2001; Durrand et al., 2004; Sidhu et al., 2002; Wellems and Plowe,
2001). Estudos com isolados de campo realizados na Africa observaram uma
significativa associacao entre este polimorfismo e a substituicao N86Y em pfmadr1,
sugerindo uma combinacao entre os produtos desses dois genes na resisténcia a
CQ (Holmgren et al., 2006; Mockenhaupt et al., 2005; Ochong et al., 2003; Tinto et
al., 2008). Nas nossas amostras, nao foi observada a substituicdo no cédon 86
entre os isolados analisados. No Brasil, outros estudos também reportaram baixa
frequéncia ou auséncia da substituicao N86Y em pfmdr1 (Aguiar et al., 2014,
Gbotosho et al.,, 2012; Inoue et al., 2014). De maneira diferente, outros
polimorfismos (Y184F, S1034C, N1042D e D1246Y) que influenciam a resposta do
parasito a diferentes drogas como CQ, MQ, QN, HF e ART (Duraisingh et al., 2000;
Pickard et al., 2003; Reed et al., 2000) sao altamente frequentes na América do Sul
(Adhin et al., 2013; Aguiar et al., 2014; Bacon et al., 2009; Duraisingh et al., 2000;
Griffing et al., 2010; Inoue et al.,, 2014). Em conjunto, esses resultados sugerem
que os SNPs que conferem resisténcia a CQ podem ser diferentes entre isolados

do parasito da América do Sul e de outras areas endémicas. Desse modo, torna-se
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necessario definir marcadores mais precisos para caracterizar as amostras sul-

americanas.

No Brasil e em diversas outras areas endémicas, CQ e PQ ainda séo as
drogas de escolha usadas para tratar P. vivax (WHO, 2013). Apesar da PQ ser
atualmente a unica droga comercialmente disponivel contra os hipnozoitos, outra 8-
aminoquinolina chamada Tafenoquina esta sendo desenvolvida e testada para ser
usada em combinacdo com CQ (Llanos-Cuentas et al., 2014). Essa droga, além de
ser menos toxica que a PQ, possui uma meia vida de 2 a 3 semanas, 0 que
possibilita o tratamento com uma uUnica dose da droga (Brueckner et al., 1998;
Walsh et al.,, 1999). Porém, a resisténcia a CQ ja foi reportada na Amazdnia
Brasileira (Alecrim et al., 1999; Chehuan et al., 2013; de Santana Filho et al., 2007;
Marques et al., 2014). De forma semelhante ao P. falciparum, o CNV no gene
pvmdr1 de P. vivax & supostamente relacionado com resisténcia aos antimalaricos
(Imwong et al., 2008). No Brasil, apenas um estudo descreveu CNV em pvmdr1,
mostrando uma amplificacdo de 0,9% (2/215) em isolados do estado do Acre
(Vargas-Rodriguez et al., 2012). Além disso, os autores nao observaram qualquer

relacao entre SNPs descritos para este gene e resisténcia a CQ.

Em nosso estudo, a amplificacao de pvmdr1 foi observada em amostras de
dois diferentes estados brasileiros (43% em Mato Grosso € 4% em Rondénia).
Como anteriormente sugerido em outras areas geograficas, essa amplificacdo pode
estar associada com utilizagdo de MQ (Imwong et al., 2008; Snounou and White,
2004), em um contexto de infeccdo mista, quando essa droga era usada como
monoterapia ou em combinagao para tratar a malaria por P. falciparum. Um dado
que reforca nossos achados € a descricao de isolados de P. vivax resistentes a MQ
na regidao da Amazodnia Brasileira: 42% no estudo de Aguiar et al. (2014); 6% por
Chehuan et al. (2013) e 21,2% por Pratt-Riccio et al. (2013). A resisténcia de P.
falciparum a MQ esta associada com o aumento do nimero de copias de pfmdri, e
um mecanismo similar € associado a resisténcia de P. vivax a essa droga (R. Price
et al., 2004). Isso porque em algumas regides do Sudeste Asiatico com intensa e
continuada pressdao por esta droga, amplificagdes génica de pvmdr1 sao
significativamente mais comuns do que em pacientes de outras localidades onde
ha& menos exposicao dos parasitos a MQ (Imwong et al., 2008). Adicionalmente,

Suwanarusk et al. (2008) reportou amplificacdo de 21% em pvmdr1 em isolados da
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Tailandia, que foi associado com um aumento de 2 vezes no ICsy desta droga
(Suwanarusk et al., 2008).

De forma interessante, em nosso estudo, o isolado com amplificacdo génica
de pvcrt-o era de um paciente com relato de recaida apés tratamento de CQ com
PQ. Até o presente momento, nenhum estudo avaliou a presenca de CNV neste
gene. A malaria grave causada por P. vivax e resisténcia aos antimalaricos tem
sido relacionada com o aumento da expressao de pvcrt-o, mas somente 0s niveis
de expressdo do gene foram avaliados e ndo se essa amplificacdo era uma
consequéncia da amplificacdo génica (Fernandez-Becerra et al., 2009; Melo et al.,
2014). O gene crt de P. falciparum é um dos principais determinantes de
resisténcia a CQ e SNPs neste gene sao descritos como marcados moleculares
para esse fenétipo do parasito (Wellems and Plowe, 2001). Diferente de P.
falciparum, nenhum estudo evidenciou uma clara associagdo entre SNPs no gene
pvcrt-o e resisténcia a CQ. Entretanto, esse gene parece afetar a resposta a esta
droga independentemente dessas mutagcbes pontuais, uma vez que um
experimento de transfeccdo de pvert-o em P. falciparum demonstrou que a
expressao aumentada desse gene resultou em uma maior tolerancia a CQ (Sa et
al.,, 2006). Assim, apesar da escassez de informacao sobre este gene e sua
relacdo com resisténcia a CQ em P. vivax, a expressdao aumentada em casos de
gravidade e homologia com pfcrt podem fornecer evidéncia de seu papel na

resisténcia aos antimalaricos.

Analisando os dados obtidos pela revisao sistematica da literatura
observamos que a distribuicao de isolados resistentes aos antimalaricos é diferente
entre as regides endémicas do mundo, assim como o perfil de CNV nos diferentes
genes. Essas diferengas nas taxas de amplificagdo génica, quanto tomadas em
conjunto, podem ser o resultado da adogado de diferentes esquemas terapéuticos
para a malaria nos diferentes paises e através dos anos. De fato, existem
evidéncias que a amplificacdo de pfmdr1 em P. falciparum surgiu como multiplos
eventos independentes, sugerindo que essa regido do genoma esta sobre forte
pressao seletiva (Triglia et al., 1991). Considerando que a amplificagdo génica tem
um custo para o fitness do parasito, a retirada da pressao da droga pode, por sua
vez, favorecer parasitos sem amplificacdo génica (Ochong et al., 2013;

Preechapornkul et al., 2009). Um exemplo da influéncia do esquema terapéutico é
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observado quando se compara o uso da SP no Laos e Tailandia. Esta droga nao foi
usada amplamente no Laos, apesar de sua utilizacdo como segunda linha de
tratamento até 2006, e de forma oposta, a Tailandia tem um histérico de longo uso
das drogas antifolato (Bunnag and Harinasuta, 1987; Heinberg et al., 2013; Mayxay
et al., 2007). A diferenca observada na amplificacdo génica entre as areas
endémicas para o gene pfgch1 sugere uma adaptacao local a pressao da droga,

que foi corroborada experimentalmente (Heinberg et al., 2013).

Assim como descrito para P. falciparum, ha diferencas em relacao a
frequéncia de distribuicdo de CNV para isolados de P. vivax nas areas endémicas.
Nestas regides, os autores sugerem que a alta taxa de infec¢ao policlonal poderia
ter um impacto no desenvolvimento de resisténcia aos antimalaricos, influenciando
a taxa de recombinacao sexual e permitindo uma supressao competitiva entre os

clones resistentes e sensiveis em uma coinfecgao (Lin et al., 2013).

Em resumo, pela primeira vez no Brasil CNV em pvcrt-o foi avaliado e uma
amplificagcdo deste gene foi observada em isolados de P. vivax. Assim, & possivel
que os casos de malaria grave e resisténcia a CQ possam estar associados com
esse polimorfismo, uma vez que estudos anteriores reportaram uma relagao entre o
fendtipo de resisténcia e aumento nos niveis de expressao de pvcrt-o. De forma
interessante, uma extensa variagdo na taxa de amplificacdo de pvmdr1 foi
observada entre as regides estudadas. Para os isolados de P. falciparum, nenhuma
amplificacao foi observada em pfmdr1 e pfgch1, mas o polimorfismo K76T em pfcrt

associado com resisténcia a CQ estava presente
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7 Conclusao

e Entre as amostras analisadas de trés regides da Amazdnia Brasileira (AP,
MT e RO), nao foi observada a presenca de CNV nos genes pfmdri1 e

pfgch1 de P. falciparum;

e O principal polimorfismo associado a resisténcia a CQ no gene pfert (K76T)
foi observado em todas as amostras analisadas de P. falciparum, porém o

polimorfismo no cédon 86 do gene pfmdr1 nao foi encontrado;

e A amplificagdo génica de pvmdr1 foi observada em amostras do Mato

Grosso e Rondébnia;

e A presenca de CNV no gene pvcrt-o foi identificada pela primeira vez no

Brasil em uma amostra coletada em Mato Grosso;

¢ A revisao sistematica da literatura mostrou grande presenca de isolados com
altas taxas de CNV nos genes pfmdr1 e pvmdr1 na Asia para P. falciparum e
P. vivax, respectivamente. De forma contraria, nas Américas e na Africa as

taxas de amplificacao génicas sao significativamente menores.
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