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Resumo

A malaria ¢ uma infegao parasitaria transmitida por mosquitos do genero Ano-
pheles. Cinco espécies do género Plasmodium causam doenga em seres huma-
nos: P, vivax, P. malariae, P. ovale, P. knowlesi ¢ P, falciparum sendo o tltimo, aquele
que causa maior mortalidade ¢ morbilidade. Durante as décadas de 1950 e
1960, acreditava-se ser possivel a erradicagdo global da malaria, mas os progra-
mas de erradicagio implementados falharam sucessivamente, exceto na Euro-
pa onde, durante a decada de1970 foi possivel declarar erradicada a doenca.
Como consequéncia da presenga historica de Portugal em areas endémicas de
malaria e devido ao facto de que a malaria foi também um problema de sat-
de em Portugal continental, cientistas portugueses nomeadamente do IHMT,
tiveram um papel muito relevante no estudo e controle da malaria. O IHMT
manteve uma monitorizagao regular da doenga a partir de 1950 em diante,
principalmente em Angola, Mogambique e Sao Tomé e Principe. Com fim do
dominio colonial e a criagio do CMDT em 1992, o estudo da malaria no

THMT tornase mais orientado para a investigagdo e menos para o controle.

Palavras Chave:
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hospedeiro, interagio parasitavector.

Abstract

Malaria is a parasitic infection transmitted by Anopheles mosquitoes.
Five species of the genus Plasmodium cause disease in humans: P. vivax,
P. malariae, P. ovale, P. knowlesi e P. falciparum being the last, the one that
causes most mortality and morbidity. During 1950s and early 1960s,
the global eradication of malaria was believed possible, but the suc-
cessively implemented eradicationprogrammes failed and eradication
was achieved only in Europe and during the 1970’s. As a consequence
of the historical presence of Portugal in malaria endemic areas and
due to the fact that malaria was also a health problem in Portugal,
Portuguese scientists namely from THMT, had a very relevant role in
the study and control of malaria. IHMT kept a regular monitoring of
the disease from 1950 onward, mostly in Angola, Mozambique and
Sao Tomé e Principe. With end of the colonial rule and with the crea-
tion of CMDT in 1992, the study of malaria in IHMT took a more

researchoriented turn.
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Fig. 1 — Distribui¢io dos casos de malaria entre 2000 e 2013. P> redugio do n° de casos para zero desde 2000; »>a caminho da redugdo de >70% dos casos;

50 75% de decréscimo; P> decréscimo de <50%; P> aumento da incidéncia;

Durante os anos 50 e inicio da década de 60, acreditava-se
possivel a erradicagdao da malaria dada a disponibilidade de
antimalaricos eficazes para o tratamento dos doentes, inse-
ticidas para interromper a transmissdo e a auséncia de um
reservatorio animal para o parasita. Assim, a OMS a fim de
erradicar a malaria organizou programas em que utilizava a
pulverizagao residual interior e administragao em massa de
cloroquina (CQ) e pirimetamina (Pyr). Estes esforcos glo-
bais, levaram a erradicacao oficial da malaria no continente
europeu em 1975 [1].

Em Portugal os programas de erradicagio resultaram na in-
terrupgao da transmissao em 1958. Em 1973 a erradicagao da
malaria em Portugal ¢ confirmada pela OMS. O Instituto de
Higiene ¢ Medicina Tropical (IHMT), e particularmente um
dos seus académicos Prof. Cambournac, desempenharam um
papel fundamental nesta erradicagio.

No entanto, em vastas areas endémicas, a auséncia de infraes-
truturas de satide solidas e organizadas impediam o estabeleci-
mento de uma vigilancia eficaz.

No inicio dos anos 70, os consultores da OMS [2] comecam a
perceber, devido a auséncia do impacto esperado dos progra-
mas, que a erradicagdao na grande maioria dos paises nao era
uma meta realista. Apesar disto, somente em 1993 foi reco-
nhecido pela OMS que era necessario mudar de programas
centralizados e baseados em regimes de administragao de an-
timalaricos em massa para programas flexiveis, com uma
boa relagao custo beneficio, sustentaveis, adaptados as condi-
¢oes e necessidades locais [3]. O aparecimento e propagacao
da resisténcia a CQ e, em seguida, a Pyr, comprometeram
ainda mais a eficacia dos programas baseados na administragao
em massa de antimalaricos, até entdo um dos pilares dos pro-
gramas de erradicagio.

O Plano Global de Agao para Controlo da Malaria, outra es-
tratégia da OMS para a prevengao da mortalidade e redugao

da morbilidade, foi adotado pela conferéncia ministerial reali-

dados insuficientes; P nao aplicavel; [> sem transmissio de malaria (adaptado de (4).

zada em Amsterdio em 1992 [3].

Em 2013 cerca de 3,2 bilhdes de pessoas quase metade da
populagio mundial estavam em risco de contrair malaria, fo-
ram registados 124 a 283 milhdes de casos e cerca de 584.000
mortes. Desde 2000, programas de controlo e prevengio le-
varam a uma redugio de 47% e 54%, respetivamente, taxas de
mortalidade por malaria na regido africana [4]. No entanto, a
taxa de declinio da mortalidade diminuiu entre 2011 e 2013,
facto que ¢ atribuido pela OMS aos fundos insuficientes para
fornecer redes mosquiteiras impregnadas com inseticidas [4]
e as interrupgGes no fornecimento das terapias combinadas
a base de artemisinina (ACTs) em especial a gravidas e crian-
¢as com menos de 5 anos, assim como, a relativamente lenta,
implementagdo da terapéutica da malaria grave com AS intra-
venoso. Os ACTs sdo oficialmente recomendados pela OMS
desde 2010 para o tratamento da malaria ndo complicada por
P, falciparum [5].

As pessoas que vivem nos paises mais pobres s3o as mais vulne-
raveis a malaria. Em 2013, 90% de todas as mortes por mala-
ria ocorreram na regiao africana da OMS, principalmente en-
tre criangas menores de 5 anos de idade. O atual compromisso
das organizagoes € doadores internacionais, regionais e nacio-
nais ¢ de disponibilizar fundos, tendo concertado estratégias
no sentido de em 2015 se diminuirem as taxas de mortalidade
global em 55% e infantil (<5anos) em 61% (fig.1).

O IHMT no combate a malaria na CPLP

A presenga historica de Portugal em areas endémicas de
malaria, bem como o facto de a malaria também ter sido
um problema de satide em Portugal [6;7] fez com que equi-
pas portuguesas, nomeadamente do THMT, tenham vindo a
adotar um papel muito relevante no estudo e controlo des-

ta doenga. Miss6es do IHMT para o estudo e prevengao de



endemias eram frequentes e estio documentadas desde os
anos 50, maioritariamente em Mogambique [8;9;10;11;12],
em Sio Tome e Principe (STP) [13;14] e em Angola
[12;15;16;17;18;11;19]. Os resultados destas missoes fo-
ram a base de tomada de decisao em matéria de contro-
lo da malaria a época, revelando-se essenciais para manter
a malaria administravel até o fim do dominio colonial, em
1974.

Apos o dominio colonial em 1974 e, especialmente, com
a criacao do Centro de Malaria e outras Doencas Tropicais
(CMDT http://cmdtla.org) no IHMT em 1992 (financiado
pela FCT) o trabalho no IHMT passa a ser focalizado prin-
cipalmente na Comunidade dos Paises de Lingua Portugue-
sa (CPLP) como esta patente pelo nimero de publicagGes:
Angola [20;21;22,23;24,25,26,27;28;29;30;31;32;33], Brasil
[34;21;35;36;37;38], Cabo Verde [39;40;41], Guiné Bissau
[28;42;43], Guiné Equatorial [25;44;44], Mogambique [45;
21329:46;2647;48:49;50;51;33], STP [21;44;50;52;53;54
;55;56;57;58;59;60;61;62;64;63;65;66;27;67;52] e Timor
Leste [69;70]. Mas também em outros paises como a Co-
l6mbia [71] ou aTailandia [68].

As atividades de controlo da malaria em paises da CPLP com
diferentes condigbes epidemiologicas de malaria — Angola,
Brasil, Cabo Verde, Guiné Bissau, Guiné Equatorial, Mogam-
bique, STP e Timor Leste sao bons exemplos deste trabalho.
O arquipelago de Cabo Verde tem sido considerado uma area
de malaria instavel, com taxas de incidéncia superiores a 100
individuos por cada 1000 habitantes. Em 2012 foi incluido
numa série de estudos de caso para a eliminacio da malaria
(Cabo Verde, Mauricias, Sri Lanka, Turquemenistdo e Tur-
quia) pelo Programa Global da OMS de Malaria e Global
Health Group da Universidade da Califérnia (UCSF). Em
2013 foram registados pelo Servigo de Vigilancia Epidemio-
logica do Ministério de Satide de Cabo Verde 22 casos de
malaria autéctone e 12 importados. Atualmente a malaria
em Cabo Verde esta em fase de préeliminag@o.

De acordo com Meira et al. [72] a epidemia de malaria ¢ co-
nhecida por ocorrer no arquipélago de Cabo Verde desde o
passado remoto. O parasita da malaria deve ter sido introdu-
zido no arquipé¢lago durante a sua colonizagdo no século XV
[73]. Em 1952 Costa Monteiro considerava a malaria como o
mais grave problema de satide publica no arquipélago, sendo
Santiago a ilha mais afetada, seguida pelo Fogo, Sdo Vicente,
Sao Nicolau e Boavista.

Entre 1940 e 1970, as medidas de controlo, principalmen-
te medidas anti-vetor [pulverizagio com DDT (dichlorodi-
phenyltrichloroethane) e eliminagio de larvas de mosquito],
permitiram a erradicagdo da malaria nas ilhas do Sal em
1950, Sao Vicente em 1954, Boavista ¢ Maio em 1962 e San-
tiago em 1968 [73].

No inicio da década de 70 a Missao de Controlo e Combate
a Endemias de Cabo Verde, responsavel por toda a estratégia
de controlo no arquipélago (pulverizagdo residual interior

principalmente com DDT, anti-larvas de mosquito e busca

9

Anais do ITHMT

ativa de casos de infecdo), foi extinta. Em setembro de 1973,
depois de uma entrada maciga de pessoas vindas da Africa
continental ¢ de STP e com a ajuda das chuvas de agosto,
ocorreu um surto com 148 casos de malaria [73].

Uma série de surtos normalmente associados a entrada des-
controlada de pessoas provenientes de areas endémicas da
Africa [74] ocorreram desde entio. Com o aumento do nii-
mero de casos em Santiago, bem como com o alargamento
da area de risco a ilha da Boavista, a decisdo politica de inten-
sificar as medidas de controlo para, eventualmente, erradi-
car a malaria até 2020 foi incluida no documento 20072020
da politica nacional de saade [75]. O surto, em 1995, no
bairro de Santa Catarina foi acompanhado e caracterizado
do ponto de visa parasitologico e molecular, durante um
ano por uma equipa do IHMT [39]. Este limitou-se a uma
aldeia isolada, Achada Leite, resultando na infe¢o de pelo
menos 40% dos moradores com P, falciparum geneticamente
homogéneo e resistente a CQ. Um ano apos o surto, 10%
dos habitantes ainda apresentavam parasitas do mesmo ge-
noétipo. Nesse estudo o potencial para portadores assintoma-
ticos transmitirem malaria muito tempo depois da infecao
inicial foi demonstrado. E provavel que o surto inicial te-
nha resultado da ocorréncia simultanea de duas condigGes
que favorecem a transmissao: (i) a presenga de gametocitos
infeciosos em pelo menos um individuo e (ii) a existéncia
de condigdes climaticas que permitiram que a populago do
mosquito prosperasse e propagasse os parasitas a populagdo
remanescente. Deve ter envolvido um tnico caso primario,
uma populagio altamente suscetivel e uma taxa reprodutiva
alta, o que, coletivamente, determina um elevado potencial
de transmissao [39].

Surpreendentemente, nestes dois estudos anteriores nao se
registaram casos de malaria grave, apesar das altas parasité-
mias [39;40]; a maior parte dos individuos com parasitémia
patente tinha >100010.000 parasitas/ul de sangue, que &
geralmente considerado o cutoff para a malaria clinica. No
entanto, nenhum dos infetados apresentou mais do que sin-
tomas leves de malaria, como febre, dor de cabeca, nauseas e
malestar geral [39; 40].

A sintomatologia atenuada pode dever-se a premunicao, ja
descrita para outras areas de transmissao instavel e de baixo
nivel de endemicidade de malaria. Além disso, as diferencas
de impacto clinico da infegdo pode ser consequéncia de fa-
tores do hospedeiro, como ja foi demonstrado. Os polimor-
fismos mais comuns e mais bem caracterizados, associados a
protegdo, sao os que envolvem proteinas especificas do eri-
trocito tais como hemoglobina (Hb) e enzimas, tais como
a glucosc6fostato desidrogenase (G6PD) e piruvatoquinase
(PK). Os alelos associados a estas variantes apresentam alta
frequéncia em areas onde a malaria ainda é ou foi muito pre-
valente, devido a sua pressdo seletiva no genoma humano.
No sentido de se entender qual a possivel influéncia destes
polimorfismos na baixa morbilidade dos casos de malaria ob-

servados (em especial na Ilha de Santiago) foi efetuado um
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estudo da frequéncia desses polimorfismos geneticos huma-
nos no arquipélago de Cabo Verde. Foram estudados dois fa-
tores geneticos classicos fortemente associados a resisténcia
contra as formas graves de malaria: alelo HbS responsavel
pelo trago falciforme (heterozigotia para a mutagao no gene
HbS Bglobina, Hb B globina) e a prevaléncia de variantes de
G6PD (alelos A ¢ MED), [41]. A PK, codificada pelo gene
pklr, foi associada com a resisténcia a doenga em modelos
de roedores e em seres humanos. Os resultados mostraram
que as frequéncias alélicas dos polimorfismos examinados
estavam mais proximas das encontradas nas populag¢es Eu-
ropeias do que nas africanas. Nao foi encontrada associa¢ao
entre os fatores humanos analisados ¢ a infe¢ao, mas um re-
sultado ¢ de grande interesse: um teste de desequilibrio de
linkage revelou uma associagao do gene pklr apenas em indi-
viduos n3o infetados. Isto poderia significar uma regido do
gene mais conservada selecionada em associagio com pro-
tegao contra a infe¢do e/ou doenga. Devido a este resultado
esta linha de pesquisa foi continuada noutra area endémica
de malaria - Mogambique.

Em Mogambique a malaria ¢ endémica em todo o pais, espe-
cialmente em areas onde o clima favorece a transmissao; esta
¢ perene com um pico apds a temporada das chuvas. Mo-
¢ambique tem vindo a alcangar bons resultados no controlo
da malaria. Cerca de 6,5 milhes de casos foram registados
em 2006, enquanto em 2014 apenas foram reportados cerca
de 3 milhdes (2.941 mortes) como resultado de estratégias
de intervencao eficazes.

Durante os anos 50, Soeiro e colegas apresentaram des-
crigdes epidemiologicas muito detalhadas da situagdao da
malaria nos diversos distritos do territorio mogambicano,
abordando aspetos como a distribui¢do dos casos, morbili-
dade, mortalidade e transmissdo [8;9;76;77]. Nessa época,
a luta contra a malaria em Mogambique era realizada pela
EAM - Esta¢do Anti Malarica de Lourengo Marques (hoje
Maputo), criada em 1937. A EAM incluia trés secgGes
entomologia, hematologia e trabalho de campo; operava
como um Centro de Supervisao e Coordenagio de contro-
lo da malaria em todo o territério, em estreita colaboragao
com os Municipios locais ¢ Juntas, delegados de saude e
estagbes menores de luta contra a malaria espalhadas pelas
diferentes regides, onde trabalhava pessoal especialmen-
te treinado. Um énfase especial era colocado nas medidas
anti-vetor e estudos de comportamento do mesmo, tendo
sido realizadas tentativas de controlar a resisténcia aos in-
seticidas [78].

Entre abril e junho de 1984, houve oito casos de P, falcipa-
rum malaria resistentes a CQ em expatriados que regressa-
ram de Mogambique. A resisténcia a terapéutica com AMQ
e Pyr também foi demonstrada em dois casos. Embora os
marcadores moleculares de resisténcia a CQ, sulfadoxina e
Pyr (SP) tenham sido de valor operacional limitado, porque
foram descritos ap6s a resisténcia ter emergido e se ter dis-

seminado globalmente, eles ainda sdo Gteis para monitorizar
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0s ACTs [51] e os niveis de resisténcia a SP [50], uma com-
binagdo ainda em uso para o tratamento preventivo intermi-
tente (IPT) na gravidez ¢ recém-nascidos em Mogambique.
Na verdade, com base em marcadores moleculares, foi pos-
sivel determinar que um tGnico alelo do gene pfert originado
no sudeste asiatico invadiu Africa (e Mogambique).

Quanto a relagdo parasitahospedeiro e ao estudo dos fato-
res humanos que podem estar associados a protegao contra a
malaria, no seguimento dos resultados obtidos na populagdo
de Cabo Verde relativos ao gene pkir, prosseguiu-se o estudo
deste gene em duas populagdes subsarianas (Mogambique e
Angola) e fazendo uma analise combinada de varios tipos de
polimorfismos (Short Tandem Repeats, STRs e Single Nucleotide
Polymorphisms, SNPs) na regido do gene pkir e regides adjacen-
tes (cromossoma 1q21) para detetar eventuais sinais de sele-
¢ao exercida pela malaria em grupos com diferentes desen-
laces clinicos de malaria, tendo sido também utilizados dois
grupos portugueses para comparagio, um controlo normal e
outro com deficiéncia diagnosticada de PK [29].

Esta analise revelou uma diferenciagdo significativa entre
os grupos africanos e portugueses ¢ mais elevada do que
quando sdo utilizados marcadores neutrais.
Adicionalmente foi encontrado novamente um desequilibrio
de linkage significativo na mesma regido genomica que em
Cabo Verde e apenas no grupo com malaria ndo complicada.
No conjunto, estes resultados sugerem que a malaria podera
estar a atuar como uma pressao seletiva sobre esta regido do
genoma humano.

No IHMT o estudo da diversidade de PK prosseguiu, esten-
dendo-se a outras populagdes da Africa subsariana — Angola,
Guiné Bissau, Guiné Equatorial e Sio Tomé e Principe [44].
A percentagem de individuos exibindo uma atividade de PK
reduzida foi de 4,1% em Maputo e a muta¢io nao sinébnima
G829A (Glu277Lys) no gene pklr, a data apenas identificada
em trés individuos mundialmente, foi identificada em
frequéncia elevada frequéncia de heterozigoticos portado-
res estimada entre 2,6% e 6,7%. Nao foi encontrada uma
associagdo significativa entre a atividade reduzida da PK ou
a frequéncia do alelo 829A e a infe¢do malarica ou o desen-
lace clinico; no entanto, esta variante foi mais frequente nos
individuos com malaria ndo complicada. Uma distribuigao
geografica entre a malaria e uma frequéncia elevada de defi-
ciéncia em PK parece ocorrer o que sugere que a malaria
podera ser uma forga seletiva que faz aumentar a frequén-
cia desta variante 277Lys.

Em STP, as missdes do IHMT para o estudo e prevengao de
endemias eram frequentes nos anos 50 [13;14]. Os resulta-
dos dessas missdes eram relatadas ao governo de Lisboa e
constitulam as bases de tomada de decisio em matéria de
controlo da malaria nas ilhas. Estas missoes foram de suma
importancia para manter a malaria manejavel até o fim do
dominio colonial em 1974.

Neste arquipélago, em 2002, a prevaléncia de resisténcia in

vitro a CQ era de 92%. O marcador molecular pfers mutagao



76T, responsavel pela resisténcia a CQ encontravase fixado
na populagdo parasitaria com uma taxa de 96,9% e o marca-
dor adicional pfmdr! mutagdo 86Y estava presente em 68%
dos casos [55]. Até cerca de 2004, a CQ e SP permaneceram
respetivamente a 1* e 2* linhas de tratamento para a mala-
ria ndo complicada em STP. Os altos niveis de resisténcia
a estes antimalaricos, tanto in vivo como in vitro bem como
as elevadas taxas de prevaléncia dos correspondentes mar-
cadores moleculares pfmdrl, pfcrt, pfdhps e pfdhfr [53;55;54]
levaram a uma mudanga no regime terapéutico para a ma-
laria. Em 2004 o governo STP aderiu aos ACTs. Em 2007
0s ACTs mostravamse eficazes mas, mais uma vez, cientistas
do THMT descreveram uma elevada prevaléncia de parasitas
resistentes a AMQ (farmaco companheiro em ACTs) e con-
firmaram as taxas de mutagdo perto da fixagao para os genes
pfert e pfmdrl, muito provavelmente devido ao passado de
resisténcia a CQ [61].

Analisando as origens dos sinais de selecdo dos marcadores
de resisténcia de P, falciparum a SP na populagao parasitaria
de STP foi possivel concluir que uma vez na ilha (resultan-
te de varias introduges de parasitas mutantes oriundos do
continente Africa Ocidental), demorou uma década para os
mutantes atingirem frequéncias perto da fixagao [52].

A interveng¢ao do IHMT no contexto do controlo da malaria
em Angola remonta ao dominio colonial [79] e foi manti-
da de forma mais ou menos regular ao longo das Gltimas 4
decadas [30;31;32]. A faléncia terapéutica a CQ neste pais
foi relatada pela 1* vez em 1984 e a SP em 1985. Em 2002
registavam-se elevadas taxas de faléncia a CQ (83,5%) e SP
(25,3%), ¢ mais baixas a AMQ (17,3%). Estes dados em
conjunto com dados de marcadores moleculares [27] con-
firmaram a necessidade de alteragao das terapéuticas de 1°
linha para os ACTs, conforme recomendava a OMS [81].
Dado que 0s ACTs incluem um farmaco ja associado a algum
grau de resisténcia pelas populagdes de parasitas - ex. amo-
diaquina (AMQ), mefloquina (MEF) e lumefantrine (LUM)
-, € necessario manter a vigilancia através da analise de mar-
cadores moleculares [31;32]. Apesar da alta eficacia das
duas combina¢des ACT - artesunato (AS) + AMQ e
artemeter + LUM - em Angola, recentemente foi documen-
tado um caso de malaria grave que ndo respondeu ao tra-
tamento com ACTs num paciente de origem vietnamita
infetado em Angola.

Dois componentes muito importantes das estrategias de
controlo da malaria sdo o diagnostico precoce e tratamento
correto e atempado, este Gltimo com base em medicamen-
tos antimalaricos acessiveis, como a CQ ou a combinag¢ao
sulfadoxinaPyr (SP). No entanto, a emergéncia de resistén-
cia de P, falciparum a CQ surgiu no final de 1950 no sudeste
asiatico espalhando-se na Asia e, depois, para Africa nas trés
décadas seguintes. A resisténcia a SP, que veio substituir a
CQ, seguiu aproximadamente o mesmo padrio, dispersan-
do-se ainda mais rapidamente. Apesar de faléncia terapéutica

ao tratamento com SP ser generalizada nas regides endémi-
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cas, a OMS continua a recomendar a utilizagdo de SP para
o tratamento intermitente preventivo (TIP) da malaria
em criangas ¢ em gravidas [82].

A CQ deixou de ser usada para o tratamento de malaria por
P. falciparum, continuando a ser a terapia de 1° linha para a
malaria por P, vivax desde 1946.

P. vivax ¢ a espécie mais prevalente na Ameérica Latina, Su-
deste da Asia, Mediterraneo Oriental e Pacifico Ocidental.
E uma potencial causa de morbilidade e mortalidade entre
os 2,85 bilhdes de pessoas que vivem em risco de contrair
a infegdo, a maioria dos quais estdo nas regides tropicais da
América Latina e Central e Sudeste da Asia.

Os primeiros casos de resisténcia de P, vivax a CQ foram do-
cumentados na Papua Nova Guiné em 1989. No Brasil, o P
vivax tem sido responsavel por mais de 80% dos episodios
de malaria nos altimos anos. Nesta regido, a resisténcia a
CQ foi primeiramente relatada em Manaus em 1999. Da-
dos mais recentes obtidos no estudo multicéntrico RAVRE-
DA (Rede Amazénica de Vigilancia de Resisténcia as Drogas
Antimalaricas) com pacientes tratados com CQ nos quais a
concentragio plasmatica do farmaco foi avaliada, confirmam
isso mesmo. A eficacia da CQ contra P, vivax tem vindo a dimi-
nuir na maioria dos locais onde P, vivax ¢ endémica nomeada-
mente no Brasil como ilustrado pelos trabalhos do IHMT em
colaboragao com a FMTHVD do Amazonas [37;38]. Estes
estudos mostraram que: 1) a prevaléncia da resisténcia a CQ
determinada in vitro € semelhante a obtida em ensaios clini-
cos de monitorizagdo de pacientes na mesma area, sugerindo
que os testes in vitro desenvolvidos localmente so Gteis para
a vigilancia da resisténcia de P. vivax & CQ na Amazonia; 2) ¢
necessario clarificar a existéncia de estirpes de P, vivax simul-
tancamente resistentes a CQ e a MEF na Amazonia; e 3) foi
detetada uma mutagio ndosinonima S382C no gene prdhps
associada a suscetibilidade in vitro de P. vivax a CQ.

Dado o aumento de casos de resisténcia a CQ por P. vivax,
ameagando a saide de milhdes de pessoas em todo o mundo, a
OMS recomenda atualmente o tratamento dos casos de P, vivax
com CQ onde esta ainda ¢ eficaz, e um outro antimalarico (ex.
ACT) em areas onde P, vivax € resistente a CQ [83].

Apesar de P, vivax poder ocorrer em toda a Africa, o risco de
infe¢do ¢ menor pela alta frequéncia de individuos Duffy-
negativos entre as populagdes africanas. Mas isso pode estar a
mudar, pois evidéncias surgiram sustentando que a auséncia
do antigénio Duffy ndo ¢ mais uma barreira para P. vivax infe-
tar esse individuo. Isto foi demonstrado pelo estudo pioneiro
realizado no IHMT que mostrou evidéncias moleculares da
presenca de P. vivax em individuos Duffynegativos da Cos-
ta Oeste Africana (Angola e Guin¢ Equatorial) [25] em que
quase a totalidade da populagdo ¢ Duffynegativa, bem como
em mosquitos, o que confirma a existéncia de transmissao
desta espécie.

Na Repuiblica Democratica de Timor Leste, a malaria por
P. falciparum e P. vivax coexistem, mas a informagao dispo-

nivel sobre marcadores moleculares de resisténcia antes de
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2003 era limitada. Um estudo pioneiro de Almeida [70] em
pacientes com P, vivax, demonstrou uma elevada frequéncia
de mutagdes no gene pvdhfr (coddes 33L, 58R e 117N, as-
sociados a resisténcia a Pyr), com as respetivas frequéncias
de 48%, 76% e 82% mas nao foram detetadas mutagdes no
pvdhps (coddes 383 e 553, associados a resisténcia a sulfado-
xina). Além disso, um terco dos pacientes possuia parasitas
com ambos os alelos mutantes 58R e 117N em simultineo.
O estudo da resisténcia aos antimalaricos, aléem da monito-
rizagdo epidemiologica tratada acima, inclui também a pes-
quisa dos mecanismos associados e de novos farmacos e tem
sido uma prioridade do IHMT especialmente desde a imple-
mentacao do CMDT.

Antimalaricos e alvos terapéuticos

A digestiao de hemoglobina no vactiolo digestivo do parasita
da malaria ¢ o alvo celular reconhecido das quinolinas, no-
meadamente da CQ. A hipotese mais fundamentada ¢ de que a
CQ impega a polimerizagao dos grupos heme (resultantes da
digestao da hemoglobina) em hemozoina, induzindo stresse
oxidativo a niveis letais. A estrutura e morfologia dos cristais
de hemozoina tem vindo a ser estudada no IHMT [84] com o
intuito de, em colaboragdo com a Faculdade de Farmacia de
Lisboa, desenvolver moléculas) capazes de se ligarem espe-
cificamente as faces dos cristais de hemozoina impedindo o
seu crescimento e nucleagdo. Varias destas moléculas foram
sintetizadas e testadas in vitro com resultados promissores
contra P, falciparum resistente a multiplos farmacos [85;86].
Como parte dos sistemas de alivio de stress oxidativo, os
parasitas da malaria possuem também todo um conjunto de
enzimas de resposta ao stress baseado no tripeptido glutatiao
(GSH). Este € um importante antioxidante intracelular que ¢
oxidado em dissulfureto de glutatido (GSSG) durante a des-
toxificagdo de peroxidos e radicais livres de oxigénio. Os pa-
rasitas da malaria tém um sistema redox baseado no glutatido
totalmente funcional. O aumento da transcri¢ao dos genes
que codificam as enzimas de resposta ao stress oxidativo pa-
rece ser parte da 1° linha de defesa a CQ de P, falciparum [87]
mas 0 mesmo nao foi observado em P, chabaudi chabaudi [88].
Os transportadores transmembranares ABC como PIMRP1
e PIMRP2 [89] participam no transporte de antimalaricos
e conjugados de glutatido constituindo parte do sistema de
defesa do parasita aos antimalaricos. Varias mutagoes foram
identificadas nestes genes e implicadas em fenotipos de resis-
téncia a antimalaricos.

A primaquina (PMQ) ¢ o tnico farmaco disponivel ativo
contra os hipnozoitos (formas latentes no figado) de P. vivax
e P ovale causadoras de recaidas da doenga e contra os game-
tocitos de todas as espécies, bloqueando assim a transmissao
aos mosquitos. No entanto, a PMQ apresenta uma semi-
vida curta (+6h) e hemotoxicidade elevada, causando tam-
bém anemia hemolitica em portadores de glicose6fosfato
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desidrogenase (G6PD) deficiente devido a capacidade da
PMQ para induzir a oxidagdao da oxihemoglobina em me-
tahemoglobina.

Uma abordagem pratica para combater a resisténcia do pa-
rasita ¢ o desenvolvimento de analogos de antimalaricos ja
existentes, devidamente adaptados, a fim de restaurar a sua
relevancia na quimioterapia antimalarica. A fim de superar
estas limitagdes da PMQ, durante as Gltimas duas décadas o
IHMT, a Faculdade de Farmacia de Lisboa e a Universidade
do Porto em colaboragao, tém vindo a sintetizar e testar no-
vas moléculas e derivados da PMQ.

Foram usadas diversas estratégias como: 1) adi¢do de ami-
noacidos a PMQ de forma a reduzir a sua toxicidade e supri-
mir a metabolizagdo; embora muitos derivados tenham apre-
sentado melhor indice de atividade/toxicidade continuaram
a ser rapidamente hidrolisados a PMQ por aminopeptidases
e endopeptidases; 2) incorporagdo de imidazolidinas em de-
rivados dipeptidicos de PMQ para proteger o residuo
de aminoacido Nterminal dos péptidos da hidrolise; as imi-
dazoquinas resultantes apresentavam muito baixa citotoxi-
cidade contra linhas celulares humanas e uma boa atividade
de bloqueio de transmissao por eliminagio dos gametocitos,
comparavel a PMQ e aos derivados dipeptidicos [90]; estas
imidazoquinas apresentaram também atividade comparavel a
da PMQ contra estadios eritrocitarios de P, falciparum [91];
3) a adi¢do de metaloceno a PMQ resultou na selecao de
um primaceno com um nivel de atividade in vitro contra es-
quizontes hepaticos e de bloqueio de transmissdo 45 vezes
maior do que a da PMQ [92].

A artemisinina (ART) e seus derivados sao os antimalaricos
mais potentes e de agdo mais rapida disponiveis, sendo esta
também a principal razio pela qual o AS esta gradualmente a
substituir o quinino no tratamento da malaria grave. Os de-
rivados da ART sio ativos contra todos os estadios eritrocita-
rios do parasita (incluindo a redugdo da produgio de game-
tocitos) reduzindo até 10.000 vezes o numero de parasitas
por ciclo e proporcionando um alivio rapido dos sintomas.
Com a emergéncia de resisténcia aos ACTs, mais uma vez
no sudeste asiatico, tornase imperativo encontrar alternati-
vas viaveis. Em 2003 foi proposta a ATPase dependente de
calcio do reticulo sarcoplasmatico (PfATP6) codificada pelo
gene pfatp6 como alvo molecular dos derivados da ART. Em
2007, Hunt e colaboradores (no IHMT) selecionaram pela
primeira vez linhas de Plasmodium resistentes a ART, usando
o modelo murino P. chabaudi [93]. A sequenciagdo total do
genoma dos clones resultantes permitiu identificar possi-
veis alvos na via metabolica da ubiquitina [94;95]. Com base
na inibi¢ao funcional da proteina PfATP6, esta foi proposta
como um alvo da ART. No entanto foi demonstrado por ex-
pressao heterologa de PFATP6 em membranas de levedura
era insensivel a ART. No entanto, as mutagdes no gene
pfatp6 anteriormente identificadas como estando associa-
das a resisténcia nao se encontram nos clones de P. chabaudi

resistentes [94]. Recentemente, um marcador molecular de



resisténcia aos ACTs foi identificado —na hélice 13 da protei-
na kelch (k13). A descoberta de K13 cria uma oportunidade
de ouro para a monitorizagio da resisténcia a estes antimala-
ricos. No IHMT um trabalho que compara as sequéncias de
K13 em isolados de Angola ¢ Mogambique colhidos antes ¢
depois da introdugao dos ACTs nos respetivos paises, per-
mitiu identificar uma muta¢io (R471R) em K13 anterior-
mente identificada na Replblica Democratica do Congo e
no Gabao e duas novas mutacdes nao descritas, R575R
em Angola e V4941 em Mogambique [33]. A V494l situase
no a.a. adjacente aY493H associado a resisténcia no sudeste

asliatico.

A busca de novos compostos
antimalaricos

Os antimalaricos mais importantes atualmente disponi-
veis para o tratamento da malaria, o quinino e a ART (ou
seus derivados) foram originalmente isolados a partir de
extratos de plantas respetivamente Cinchona officinalis e
Artemisia annua. Tendo em conta o papel crucial que os
compostos derivados de plantas tém desempenhado na
descoberta e desenvolvimento de medicamentos (nio s6
em malaria), o isolamento de novos compostos bioativos
a partir de plantas medicinais parece ser uma abordagem
muito promissora. O IHMT tem estado na linha da fren-
te no estudo de plantas medicinais como recurso para o
controlo da malaria.

Um estudo fitoquimico realizado pelo IHMT com
plantas utilizadas na medicina tradicional em STP iden-
tificou quatro plantas com potencial, Struchium spargano-
phorum, Tithonia diversifolia, Pycnanthus angolensis ¢ Morin-
da lucida [96]. Em Mogambique e Africa do Sul, um vege-
tal utilizado como alimento, Momordica balsamina, também
tem sido amplamente utilizado na medicina tradicional,
especialmente para o tratamento da febre e malaria. A ati-
vidade antimalarica de extratos e fragdes desta planta
foram sucessivamente avaliados até a identificacao do
triacetilbalsaminol como composto mais ativo contra for-
mas eritrocitarias de P, falciparum (IC50 de 0.4uM em 3D7
¢ 0,2 uM em Dd2) e com atividade contra formas hepaticas
de P, berghei superior a PMQ [97].

Resultados mais promissores foram obtidos a partir de Am-
pelozyziphus amazonicus Ducke (Rhamnaceae), chamado lo-
calmente “cerveja do indio”, utilizado na regido amazonica
para prevenir a malaria. O trabalho produziu evidéncias s6-
lidas da atividade antimalarica dos extratos contra formas
hepaticas de P. berghei [35]. Também com resultados pro-
missores, no IHMT foram testados analogos de xantonas,
cloro9H xantonas, também extraidas de plantas, contra as
formas eritrocitarias de P, falciparum [98].

Outro produto natural, as auronas (isomeros estruturais
de flavonas) foram exploradas como base para o desenho
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de novos antimalaricos bloqueadores de bombas de efluxo
transportadores ABC. Uma biblioteca de novas auronas foi
sintetizada e avaliada no IHMT para a atividade antimalari-
ca, onde se identificaram auronas com atividade na ordem
dos uM e com baixa citotoxicidade para células de mami-
feros [99].

A abordagem de “recuperar antimalaricos classicos” resul-
tou recentemente no desenho de  compostos analogos
de acridinas com elevada atividade contra as formas
eritrocitarias de P._falciparum e dois dos derivados mais ati-
vos também apresentaram atividade in vitro contra as for-
mas hepaticas P. berghei superior a da PMQ (100).

A destoxificagao dos grupos heme ¢ um dos alvos mais
atraentes para o desenho de antimalaricos, varios quimio-
tipos de antimalaricos, tais como 4aminoquinolinas (por
exemplo, CQ), xantonas, acridinas e indoloquinolinas
atuam aumentando a toxicidade do heme livre através da
inibi¢ao da polimeriza¢do da hemozoina [101]. A fusdo das
estruturas de indol [3,2b] quinolinas e acridonas permitiu
obter uma quindolona. Os derivados foram testados in vi-
tro contra as formas eritrocitarias de P._falciparum, tendo o
derivado mais ativo demonstrado ser 100 vezes mais ativo
contra o parasita do que contra células de hepatoma huma-
no (101). Com base nestes resultados, novas quindolonas
para atuar como ligandos da hemozoina foram sintetizadas
e testadas. O derivado mais ativo e seletivo contra P, falcipa-
rum mostrou um IC50 de 25 nM e foi 212 vezes mais toxico
para o parasita do que para as células de hepatoma humano
[85]. Este constitui o primeiro relato de ligandos da hemo-
zoina com atividade antimalarica. Com base no conceito
de moléculas hibridas com um duplo modo de ag¢do, uma
série de compostos hibridos que combinam trioxanos ou
tetraoxanos (endoperoxidos) e 8 aminoquinolinas, foram
sintetizados e avaliados revelando elevada atividade antima-
larica contra formas eritrocitarias e hepaticas do parasita
comparaveis aos homologos com base de trioxano repre-
sentativos [102]. Além disso, bloquearam eficientemente o
desenvolvimento do ciclo esporogbnico no mosquito vetor
[102]. Estes resultados indicam que os hibridos peroxido-
8aminoquinolina sdo um ponto de partida excelente para
o desenvolvimento de um antimalarico que atue quer nas
formas sanguineas, quer nos gametocitos impedindo a
transmissao, com elevado potencial para ser utilizado em

campanhas de eliminagao da malaria.

Interagio Vetorparasita

Outra arca em que IHMT tem estado na vanguarda da
investigagdo ¢ o estudo das interagdes do vetor com o pa-
rasita. Historicamente, o controlo de doencas transmiti-
das por vetores foi conseguido principalmente atravées de
controlo de vetores, em vez do controlo direto da doen-

¢a nos humanos, mas s6 muito recentemente na historia

13



Artigo Original

da malaria os mecanismos de interagdo entre parasita e
mosquito captaram o interesse dos investigadores como
potencial ferramenta na luta contra a malaria.

Dentro do mosquito os plasmodios tém de ultrapassar
muitas barreiras fisicas, tais como a matriz peritrofica,
o epitélio do intestino médio, o hemocélio e as glandu-
las salivares, a fim de completar o seu ciclo de vida, no
entanto, a base molecular que permite o estabelecimento
destas interagdes nao ¢ totalmente conhecida, apesar
de muitos trabalhos realizados nesta area. O IHMT tem
contribuido para o conhecimento desses mecanismos e
interagdes, esperando contribuir para o desenvolvimento
de ferramentas inovadoras para controlar a transmissao
da doenca.

As formas parasitarias no vetor sao extracelulares e por-
tanto estdo expostas aos fatores imunes do vertebrado ab-
sorvidas em conjunto com a refeigio sanguinea infetada
ou refei¢des subsequentes. Esta agdo do sistema imune
do hospedeiro vertebrado tem sido explorada na busca
de candidatos para vacinas de bloqueio de transmissao.
Moléculas candidatas como Pfs48 / 45 e P25P28, foram
identificadas e pensa-se estarem relacionadas com a for-
macao de nanotlibulos que facilitam o contacto intercelu-
lar durante a fertilizagdo. Estudos sobre a resposta imune
humana direcionada para os mosquitos e o seu efeito so-
bre a fisiologia do parasita e mortalidade tém sido desen-
volvidos no IHMT, mostrando que os anticorpos produ-
zidos contra o intestino médio do mosquito reduzem a
longevidade e fecundidade [103].

Varios alvos foram estudados a fim de quebrar a cadeia de
transmissdo, particularmente no passo critico da invasao
do epitélio pelo oocineto. Esta ¢ uma area cada vez com
maior interesse cientifico que tem vindo a ser explorada
no IHMT, nomeadamente em relagao a associagao do cito-
cromo P450 e da tubulina A e B com a reduzida penetragao
do epitélio de A. gambiae pelos oocinetos de P. berghei [104].
Além disso, foi demonstrado pela primeira vez que a in-
jegdo de oligonucleotidos (ODN) contendo motivos CpG
tornava os mosquitos mais resistentes ao Plasmodium, tendo
sido isto associado com a atividade de enzimas transgluta-
minase [105]. Estes resultados abrem caminhos promisso-
res na busca de novos alvos para o controlo da transmissao
da malaria. As microvilosidades do epitelio também tém
sido exploradas como um alvo para a interrupgao da trans-
missdo. A imuniza¢io com extratos de microvilosidades
resultou numa maior mortalidade dos mosquitos e dimi-
nui¢do da infe¢do por plasmodio [106].

Os mosquitos Anopheles sio capazes de montar uma res-
posta imune eficaz contra a infe¢ao pelo Plasmodium, a
qual ¢ responsavel por grandes perdas de parasitas du-

rante o desenvolvimento esporogénico no mosquito. Os

mosquitos parecem ser mais bem sucedidos a controlar a
infegdo pelo Plasmodium do que os humanos. Em areas hi-
perendémicas para malaria onde a prevaléncia da malaria
pode atingir ate 91%, as taxas de infe¢dao do mosquito sdo
de uma ordem de grandeza menor. No entanto, a imuni-
dade natural ndo ¢ suficiente para suprimir totalmente
a infegao do mosquito. A ideia de modular a infegao no
mosquito como medida de controlo tem vindo a ser de-
senvolvida no IHMT usando fatores externos como a CQ
(Abrantes et al, 2005 108; Abrantes et al, 2008 108) e
ODN com CpG sintéticos para induzir respostas proteto-
ras em Anopheles contra Plasmodium [105].

Com as mudancgas climaticas e aumento dos movimen-
tos populacionais, o risco de reintrodugao da malaria nos
paises que anteriormente tinham malaria torna-se uma
ideia mais plausivel, donde a investigagdo sobre a possi-
vel suscetibilidade do mosquito Anopheles atroparvus, vetor
da malaria em Portugal, a estirpes importadas de P, falci-
parum ser muito relevante. A tentativa de infetar A. atro-
parvus com P, falciparum de origem africana nio foi bem
sucedida, o que sugere que as espécies locais de Anophe-
les sdo refratarias aquela espécie de Plasmodium [109]. No
entanto, mais recentemente, experiéncias realizadas sob
condigbes especificas de temperatura e refei¢ao sanguinea
revelaram que existe de facto suscetibilidade de A. atro-
parvus para P, falciparum estirpe NF54, com prevaléncia de
infecdo de ate 13,5%.

A libertagdo dos esporozoitos dos oocitos para a hemolin-
fa leva a uma reorganizacio do epitelio do mosquito com
alteragdao da expressao de genes associados com citoes-
queleto como a tubulina [104], e produgao de NO, desen-
cadeando uma resposta que envolve a ativagao de varios
genes de resposta ao stress oxidativo [110]. Neste contex-
to, os citocromos P450 estio profundamente envolvidos
na resposta a infe¢do do mosquito pelo Plasmodium [104],
desempenhando um papel importante em diferentes fases
de desenvolvimento do parasita e envolvendo diferentes
tecidos do mosquito.

O ensino em saade tropical foi a missao original do IHMT,
talvez por forga das circunstancias sociopoliticas (mas
muito claramente pela dedicagdo e entusiasmo dos que
nele trabalhavam), o combate a malaria no continente e
nas ex-colonias rapidamente se tornou uma componente
major na sua atividade institucional. Pensamos ter conse-
guido evidenciar aqui o impacto mensuravel que o IHMT
teve na investigagao fundamental em malaria nestes tlti-
mos 50 anos, nomeadamente nas areas interagao parasita-
hospedeiro, interagdao parasitavector e na resisténcia aos

antimalaricos.
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