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Resumo

A malaria causada por Plasmodium falciparum representa uma das principais
causas de mortalidade infantil em regides tropicais e subtropicais. Dado
ndo existir vacina disponivel, o tratamento de casos ¢ a principal opgao
para o controle da malaria. No entanto, no decorrer do tempo, o parasita
P. falciparum adquiriu resisténcia a todos os farmacos disponiveis. O nosso
grupo desenvolveu um novo paradigma que congrega principios de genetica
classica e conceitos inovadores de genémica, no intuito de compreender
as bases genéticas e moleculares da resisténcia a antimalaricos. Esta
estratégia faz uso de uma linhagem isogénica do parasita de roedores
Plasmodium chabaudi, constituida por clones sensiveis ou resistentes
a diversos farmacos, cujos genomas sio escrutinados na procura de
mutagdes responsaveis pela farmacoresisténcia. Usando esta estratégia,
foram clarificadas as bases genéticas da resisténcia a varios antimalaricos,

tais como pirimetamina, Cloroquina, meﬂoquina e artemisinina.
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Abstract

Malaria caused by Plasmodium falciparum represents one of the leading
causes of child mortality in tropical and subtropical regions. Because no
vaccine is available, treatment-based case management is the primary
option for malaria control. However, over time, P. falciparum parasites
have evolved resistance to all available drugs. Our group has developed
a novel paradigm that brings together principles of classical genetics and
innovative concepts of genomics, in order to understand the genetic and
molecular basis of resistance to antimalarials. This strategy makes use of
an isogenic lineage of the rodent parasite Plasmodium chabaudi, consisting
of various clones that are either sensitive or resistant to different drugs,
whose genomes are scrutinized in search for mutations responsible drug
resistance. Using this strategy, the genetic basis of resistance to various
antimalarials, such as pyrimethamine, chloroquine, mefloquine and

artemisinin, has been clarified.
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Fig.1 - Evolugio cronologica da resisténcia ao diferentes farmacos antimalaricos em P. falciparum, feg()es por P.fa]ciparum , tem sido extre-

de acordo com area geografica

Amcdiaguina

A malaria é uma doenga devastadora, transmitida
por vetores, que reivindica quase meio milhdo de
vidas humanas a cada ano (WHO, 2017). A grande
maioria das mortes ¢ causada por Plasmodium falci-
parum, a espécie mais letal de parasitas de malaria
humana. A introduc¢do de derivados de artemisinina
combinados com farmacos quimicamente distintos
sob uma pratica conhecida como Terapia Combinada
com Artemisinina (ACT), para o tratamento de in-

Tabela 1. Linhagem AS de P. chabaudi

Resposta do clone & drogi

mamente bem sucedida na reducio do
nimero de casos e Obitos relacionados
a malaria nos Gltimos 15 anos. No en-
tanto, a semelhanca de todos ou outros
antimalaricos, o parasita acabou tam-
bém por evoluir resisténcia a estes far-
macos (Haldar et al, 2018; Figura 1).

Deste modo, a identificagao dos ge-
nes subjacentes a resisténcia assume-
-se como uma prioridade fundamental.
No entanto, o conhecimento atual so-
bre mecanismos de resisténcia a drogas
antimalaricas ¢ limitado pelo fato de
a grande parte das abordagens dispo-
niveis se concentrarem na procura de
mutagbes em um numero pequeno de
genes. Assim, o objetivo do nosso mo-
delo de trabalho ¢ investigar as caracte-
risticas evolutivas, genéticas e genomicas determi-
nantes de quimioresisténcia em parasitas de malaria,
utilizando uma abordagem que permite explorar a
globalidade do genoma do Plasmodio, detetando to-
das as mutagdes responsaveis pela resisténcia. Este
paradigma faz uso de uma linhagem de Plasmodium
chabaudi isogénica, denominada AS, constituida por
parasitas mutantes resistentes a diversas drogas, tais
como cloroquina, mefloquina e derivados da artemi-
sinina (Tabela 1).

Estes parasitas fo-
ram utilizados para

uma rapida detegao

Clone AS PYR 5P ca MF ART ATH LM ATHN+MF )

- de loci associados a
55',‘5 5 5 5 5 5 5 e 8 diferentes fenoti-
PYR R s s s s 5 s 5 pos, a escala genética
¥, global, usando uma
S05P R R 5 5 5 s 5 5 . .

tecnologia  denomi-
:1‘:;: R nd lowR 5 5 5 5 5 nada Linkage Group
5o R nd intR s s g s s Selection .(Carter etal,

. 2007; Figura 2). Em
nca R nd hiR R R R nd nd complemento, os ge-
- R nd hiR s hiR R R s nomas completos dos

* parasitas resistentes
ART R nd nd 5 R R nd 5 .

foram sequenciados

ATH R nd nd 5 R R nd 5 e comparados com
ATNMET R nd nd R R R nd R os dos Selfs progent-
N tores sensiveis, usan-
MFATNS R nd nd R R R nd R do  tecnologias  de

A denominagio dos clones de parasitas ¢ apresentada na primeira coluna da esquerda. As restantes colunas da figura
representam o fenotipo de cada clone a droga em questdao. PYR: pirimetamina; SP: sulfadoxina + pirimetamina; CQ:
cloroquina; MF: mefloquina; ART: artemisinina; ATN: artesunato; LM: lumefantrina; S: sensivel; R: resistente; lowR:

baixa resisténcia; intR: resisténcia intermédia; nd: nio determinado. Todos os clones resistentes foram derivados do seu

sequenciamento  de
genomas de segunda
geragao (Solexa, Illu-
mina; Figura 3).

progenitor sensivel através de selecgao in vivo por pressao continua de farmaco (setas bordeaux). Asteriscos denominam os

parasitas cujo genoma foi totalmente resequenciado. Fonte: autoria propria
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Fig.2 - Linkage Group Selection
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Fig.3 - Re-sequenciagao de genomas pela plataforma Illumina
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Os genomas de dois parasitas de malaria
geneticamente distintos estdo represen-
tados pelas barras coloridas (1). Um dos
parasitas ¢ resistente a uma determinada
droga e o outro ¢ sensivel. A resisténcia &
conferida por alelo mutante de um gene no
locus marcado a vermelho. Os dois parasitas
sao passados juntos por mosquitos (2) onde
a reprodugdo sexual ocorre, produzindo
milhares de recombinantes (3), alguns dos
quais herdam o alelo mutante e outros, o
sensivel. A progenia recombinante (ndo
clonada) ¢é inoculada em ratinhos que sio
tratados com a droga sendo investigada (4),
resultando na eliminagio de todos os para-
sitas que nao tém o alelo resistente (5). Es-
tes parasitas selecionados sdo entdo tipados
usando um grande ntimero de marcadores
genéticos distribuidos por todo o genoma,
e que distinguem as duas formas parentais
(7). Os marcadores do parental sensivel
localizados proximo do gene que confere
resisténcia s3o removidos apos selegdo por
droga. Quanto mais proximo um marcador
estiver do gene alvo, maior a redugio da sua
frequéncia apos tratamento. Assim, forma-
-se um “vale de sele¢ao” (8) em torno do
locus alvo, permitindo a identificagio do
gene(s) que conferem resisténcia. Fonte:
autoria propria

O genoma do parasita resistente (genoma
an6nimo) ¢ fragmentado aleatoriamen-
te por digestio emzimatica. Cada um dos
fragmentos de DNA ¢ ligado a um suporte
solido (chip). Em seguida cada fragmento
individual ¢ amplificado varias vezes (am-
plificacio em cluster) e sequenciado. Os
dados da sequéncia dos fragmentos de cada
cluster sdo processados por computador de
modo a que sejam alinhados contra um ge-
noma de referéncia de sequéncia conheci-
da. O novo genoma do parasita resistente
pode agora ser reconstruido através da jun-
30 na posicdo correta da sequéncia de cada
cluster. A sequéncia deste genoma do para-
sita mutante resistente pode ser comparado
com a sequéncia do parasita ancestral sen-
sivel, através de métodos bioinformaticos.
Fonte: autoria pr(')pria
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Tabela 2. Mutagdes identificadas em P. chabaudi que conferem resisténcia a difereentes farmacos

Mutacédo identificada
dihidrofolato-resutase (DHFR) S106N
Amplificacao do gene mdr2 sP

Aminoacid transporter A173E Clorogquina
12-transmembrane domain transporter TT19N  Cloroquina
Ubiquitin Protease 1 V2637TF Cloroguina

Ubiquitin Protease 1 V2T28F
Amplificagido do gene mdrf

Clathrin muw adaptor S160N
Proteasome subunit gene

A combinacao destas técnicas resultou assim na sintese
de uma abordagem inovadora que permitiu compilar
uma lista de varias mutagoes associadas a resisténcia a
inlimeros farmacos antimalaricos (Borges et al, 2011;
Hayton et al, 2002; Henriques et al, 2013; Hunt et al,
2010; Kinga Modrzynska et al, 2012; Martinelli et al,
2011; Martinelli et al, 2018; Tabela 2).
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Confere resisténcia
Pirimetamina, SP

Cloroquina

Artesunato
Lumefantrina, Artesunato + mefloquina

Artemisinina
Artesunato

Em conclusao, foi con-
cebido um  paradigma
que integra principios
e métodos de analise
genctica e
em larga escala, que
permite detetar rapi-
damente mutacdes que
conferem resisténcia a

genomica

, Artesunato

, Artemisinina, Mefloguina
, Artemisinina, Mefloquina, farmacos antimalaricos.
Esta abordagem analisa
a globalidade do geno-
ma do Plasmodio sem
necessidade de informa-
¢ao a priori, tendo sido
identificadas

que conferem resisténcia a varios compostos, incluin-

mutacoes

do combinagdes terapéuticas. As mutagdes identificadas
permitem entender os mecanismos moleculares de resis-
téncia e acao dos farmacos, ajudando na sintese racional
de novos compostos e podem ser usadas como marcado-
res moleculares para monitorar o aparecimento e pro-
pagagao de parasitas resistentes em malaria de humanos.
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