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INVESTIGACAO DE MUTACOES NO GENE K13 ASSOCIADAS A
QUIMIORRESISTENCIA DO PLASMODIUM FALCIPARUM A ARTEMISININA EM
AREAS ENDEMICAS ANGOLANAS

Ana Beatriz Batista Rodrigues?

Maria de Fatima Ferreira da cruz?

RESUMO

A maléaria é problema de saude publica. A resisténcia do P. falciparum a0Os farmacos, se tornou
generalizada desde 1970, minando os esfor¢os para o controle da malaria e revertendo os ganhos na
sobrevivéncia infantil. Por isso, a OMS recomenda o monitoramento da quimiorresisténcia e apoia 0s
paises no fortalecimento de esfor¢cos nesta area. Atualmente, a artemisinina (ART) é o antimalarico de
primeira linha para as infeccdes pelo P.falciparum. Assim, a resisténcia a ART (RART) é uma
preocupacéo, porque ela inutilizaria a primeira linha de prevencao e tratamento. A Africa responde por
93% dos casos de malaria e 94% das mortes. Por isso, investigamos mutac@es alvo associadas a
RART no gene pfkl3 em parasitos de regibes angolanas. Para esse fim foram sequenciadas 78
amostras de P. falciparum de Huambo. Identificamos as mutacdes R471R e A578S. A R471R, é uma
mutacao sindnima na qual ndo ocorre mudanca do aminoacido. A A578S é uma mutacao néo sinénima,
altera 0 aminoécido e, portanto, com potencial de estar associada a RART. Estudos sdo necessarios
para se elucidar se a mutacdo A578S é resultante de um surgimento independente ou se ela é
proveniente de outras areas endémicas. Embora, poucos casos de resposta tardia ao tratamento com
ART foram relatados na Africa, o potencial do surgimento de parasitos de P.falciparum resistentes a
ART néo pode ser desconsiderado. Dessa maneira, esforcos devem ser canalizados para a melhor
compreensédo do envolvimento da A578S na RART e para a continua investigacdo de mutacdes
preditoras de RART.

Palavras-chave: Malaria. Plasmodium falciparum. Marcadores moleculares. pfk13.

Resisténcia artemisinina.
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ABSTRACT

Malaria is a public health problem. The resistance of P. falciparum to previous generations of drugs,
became widespread during the 1970s and 1980s, undermining efforts to control malaria and reversing
gains in child survival. For this reason, WHO recommends routine monitoring of resistance to
antimalarial drugs. Currently, artemisinin (ART) is the first-line drug for P.falciparum infections. Thus,
resistance to ART (ARTR) is a concern for several countries, because it would lead to a worst-case
scenario, rendering treatment with ART unusable. Africa accounts for 93% of all malaria cases and 94%
of deaths. Thus, we investigated the presence of target mutations associated with ARTR in the pfk13
gene in parasites from Angola. For this purpose, 78 samples of P. falciparum from Huambo patients
were diagnosed and parasite DNA sequenced. We identified the R471R and A578S. R471R, is a
synonymous mutation in which there is no change in the amino acid, whereas A578S is a non-
synonymous mutation, it changes the translated amino acid and, therefore, associated with ARTR.
Further studies are needed to clarify whether the A578S mutation in this location is the result of an
independent emergence or if it came from other endemic areas. Although few cases of late response to
ART treatment have been reported in Africa, the potential for the emergence of ARTR P.falciparum
parasites cannot be overlooked. Thus, efforts should be directed towards a better understanding of the
involvement of A578S SNP in artemisinin resistance and for the continuous investigation of QR
predictive mutations to ART.

Keywords: Malaria. Plasmodium falciparum. Molecular marker. pfk13. Artemisinin
resistance.



1. INTRODUCAO

A maléaria é uma doenca de notificacao obrigatoria, causada por um protozoario
do género Plasmodium e é transmitida pela picada da fémea infectada e infectante de
mosquitos do género Anopheles (MIRABELLO; CONN, 2006). Estima-se que existam
cerca de 100 espécies de Plasmodium mas, entre elas, somente seis infectam o
homem: P. malariae (LAVERAN, 1881), P. vivax (GRASSI; FELETTI, 1890), P.
falciparum (WELCH, 1897) - citados por COX (2010), P. ovale (STEPHENS, 1922), P.
knowlesi (WHITE, 2008) e P. cynomolgi (TA et al., 2014).

As primeiras referéncias a malaria ja apareciam em textos médico-religiosos da
antiguidade, e essas febres sazonais eram relacionadas a uma puni¢do divina.
Hipocrates foi o primeiro a descartar tais supersticbes pela observacdo de que a
presenca de corpos d agua estagnados estava relacionada com o aparecimento de
febres na populacédo local. Os romanos também faziam esta associagéo e foram os
pioneiros na drenagem de pantanos. No século XIV a doenca passou a ser descrita
pelos italianos como maléria - resultante da palavra “mal aria” para ar insalubre. De
forma semelhante, os franceses criaram o termo "paludismo”, cuja raiz significa
pantano, para se referir a malaria. A forma adotada nas Américas para esta endemia
foi malaria, que permanece como a universalmente aceita até os dias de hoje.

A sintomatologia apresentada pelos pacientes compreende episddios de febre,
calafrios e sudorese, além de outros sintomas menos caracteristicos. A apari¢cdo dos
sintomas decorre do ritmo do ciclo eritrocitico que é inerente de cada espécie
infectante e reflete o sincronismo da ruptura das hemécias pelos esquizontes
(FRANCA et al., 2008).

A malaria continua sendo um problema de saude publica mundial, afetando as
populacbes mais vulneraveis da Africa, América do sul, Central e Asia (PHILLIPS et
al., 2017). O P. falciparum e o P. vivax sdo as espécies mais prevalentes. O P.
falciparum é o mais letal por promover uma infeccdo que pode evoluir para formas
graves, devido a formacdo de knobs / “novelos”, decorrentes da capacidade de
hemacias infectadas se aderirem as células vasculares endoteliais, as plaquetas e as
hemacias nédo infectadas criando, assim, um fenétipo adesivo que causa obstrucao
microvascular (MILNER, 2018; MANUAL MSD, 2017; BAIRD, 2013). Esta

citoaderéncia de hemacias infectadas por estadgios maduros causa sequestro na
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microvasculatura de varios 6rgaos resultando no comprometimento da perfusao
tecidual, na acidose lactica e nos danos aos 6rgaos atingidos (ZEKAR; SHARMAM.,
2020).

Em 2018, registrou-se 228 milhdes de casos de malaria em todo o mundo,
sendo 93% desses na regido africana. O P. falciparum é a espécie responséavel pelo
maior indice de mortes, principalmente, na Africa subsaariana onde a doenca nunca
conseguiu ser controlada (ONU, 2019). Nesse mesmo ano, estimou-se 405.000
mortes por malaria no mundo, sendo criangas menores de 5 anos de idade o grupo
de risco mais vulneravel, o que corresponde a 67% de todas as mortes por malaria no
mundo (WHO, 2019).

A infeccdo humana se inicia quando a fémea do mosquito do género Anopheles
infectada e infectante realiza seu repasto sanguineo e inocula juntamente com a sua
saliva as formas infectantes, chamados esporozoitos durante a sua alimentacao. Logo
gue 0s esporozoitos atingem a circulacédo periférica, migram para o figado no qual
iniciam o estégio pré-eritrocitico (AMINO et al., 2007). Esse processo € extremamente
rapido, cerca de 30 minutos apds a infecdo, devido a excelente capacidade de
motilidade dos esporozoitos.

Nos hepatécitos ocorre a primeira replicacdo do parasito. Os merozoitos
evadem os hepatdcitos através de vesiculas: merossomos (VAUGHAN et al., 2008).
Apoés a infeccdo no figado, os hepatdcitos infectados se rompem liberando os
merozoitos na corrente sanguinea. Os merozoitos invadem os glébulos vermelhos
nos quais se desenvolvem até o estagio de anel (trofozoita jovem) que, apos
amadurecimento, se transformam em trofozoitos que originam os esquizontes que ao
se romperem liberam merozoitos na circulacdo que irdo reinfectar novos eritrocitos e
perpetuar o ciclo. A liberacdo de merozoitos na circulagao periférica marca o inicio da
sintomatologia. A primeira ruptura e invaséo € silenciosa na maioria dos pacientes
infectados, mas, a medida que o ciclo assexual se repete nos eritrécitos, no periodo
de 24-48 horas, e a parasitemia aumenta a sintomatologia vai se tornando expressiva
e sincronizada (CDC, 2018). Uma pequena proporcdo de parasitos no estagio
sanguineo se desenvolve em estagios sexuais chamados gametdcitos que atingem a
derme, podendo ser ingeridos pelo mosquito vetor. Apos a fertilizagdo e o
desenvolvimento do parasito no mosquito, que é chamado de ciclo esporogbnico e

acontece no intestino médio, os microgametas penetram nos macrogametas gerando
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os zigotos. Os zigotos, por sua vez, tornam-se méveis e alongados — oocinetos -
invadem a parede intestinal do mosquito na qual se desenvolvem em oocistos. Os
oocistos crescem, rompem e liberam esporozoitos, que chegam as glandulas
salivares do mosquito, permitindo a transmissao para o hospedeiro humano, por
ocasido do repasto sanguineo (Figura 1). A duragéo do ciclo eritrocitico depende da
espécie do parasito; no caso do P. falciparum é de 48 horas (MILNER, 2018).

Figura 1: Esquema ilustrativo do ciclo biolégico do P. falciparum.
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Ciclo biolégico do P. falciparum demonstrando as fases no hospedeiro invertebrado e no hospedeiro
vertebrado. Fonte: ESCOBAR et al., 2014.

Para interromper a transmissdo do P. falciparum o tratamento deve ser
rapidamente instituido para curar o paciente, e eliminar os estagios sexuais e
assexuais do sangue e impedir a propagacdao dos parasitos pelos mosquitos
(MEIBLAN; MARTI. 2017). Dessa maneira, o controle da doenca depende,
enormemente, da disponibilidade e do uso adequado de medicamentos antimalaricos
eficazes, o que torna a resisténcia aos antimalaricos um seério obstaculo
(FAIRHURST; DONDORP, 2016). A resisténcia do P. falciparum as geracgdes
anteriores de medicamentos, como a cloroquina e a sulfadoxina-pirimetamina (SP)
generalizou-se nas décadas de 1950 e 1960 e, desde ai, a resisténcia a outras drogas

alternativas foram sendo cada vez mais frequentemente relatadas. Atualmente, a
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artemisinina (ART) é a Unica droga eficaz disponivel para a terapia da malaria.
Contudo, em 2008 no Camboja, casos de P. falciparum resistente a ART foram
reportados e, desde entdo, essa resisténcia continuou a espalhar-se pelo sudeste da
Asia (ARIEY et al., 2013). Por conseguinte, em 2013, foi lancado pela OMS uma
proposta de emergéncia relacionada a resisténcia a artemisinina (RART), cujo plano
tinha como principal objetivo conter a disseminacdo de parasitos resistentes,
notadamente, para os paises africanos onde 93% dos casos de maléaria falciparum
ocorrem.

Nesse contexto, a implementacdo de acdes imediatas voltadas para a
eliminacdo da malaria até 2030, inclui intervencdes prioritarias direcionadas para as
areas do Mekong - onde a malaria multirresistente ocorre - e acfes voltadas para a
vigilancia do aparecimento de populacdes de parasitos de P. falciparum RART, em
areas endémicas da Africa, das Américas do Sul e Central e do Caribe (OMS, 2020).

Como ja exposto, a resisténcia do P. falciparum a ART representa uma ameaca
as acOes de controle e eliminacdo da malaria no mundo. Muta¢cdes no dominio da
hélice K13, notadamente a identificada no continente asiatico como C580Y (MATHIEU
et al., 2020), estdo associadas a RART in vitro e in vivo. O pfkelch13 (k13) codifica
uma proteina de 726 aminoacidos (AAs) que consiste em uma regido N-terminal
especifica do Apicomplexa com trés dominios bastantes conservados: um que
compreende 0s AAs 212— 341, outro os AAs 350-437 e um outro que corresponde a
uma hélice C-terminal Kelch-repeat e compreende os AAs 443-726, que abriga a
grande maioria dos alelos pfk13 associados & RART (COPPEE et al., 2019) (Figura
2).

Figura 2: Representacdo do modelo tridimensional da proteina Kelch 13 do P. falciparum.
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A) Estrutura tridimensional da proteina Kelch 13 (k13); B) Estrutura tridimensional da proteina K13
com polimorfismos assinalados em vermelho. Fonte: ESCOBAR., 2014.



O P. falciparum € o parasito mais presente no continente Africano e € o que
apresenta maior ameaca por sua alta morbiletalidade, podendo levar ao 6bito 24 horas
a partir do aparecimento dos primeiros sintomas se o paciente ndo for tratado, sendo
responsavel por 94% das mortes por malaria neste continente (WHO, 2019).
Consequentemente, é de vital importancia o rastreamento de parasitos mutantes
resistentes a ART porque esta é a Unica droga eficiente disponivel para o tratamento
da malaria falciparum.

Em vista do exposto, este trabalho tem como objetivo investigar a presenca de
mutacdes no gene k13 do P. falciparum em parasitos provenientes de regides
endémicas angolanas. Afim de alcanca-lo, a estratégia utilizada compreendera: a
amplificacdo por PCR nested convencional da sequéncia alvo de DNA do gene k13
em parasitos de P. falciparum; o sequenciamento dos amplicons para investigar a
presenca de mutagdes associadas a RART e, por fim, a comparagao dos resultados

com o0s descritos na literatura.

2. METODOLOGIA

Esse trabalho experimental compreendera um estudo descritivo de dados

gualitativos epidemioldgicos e moleculares.

2.1 Casuistica e Area endémica

Um total de 214 amostras de sangue de individuos moradores em Huambo,
Angola, foram coletadas por pesquisadores do Ministério de Saude de Angola
(MINSA), em 2017, e levadas ao Laboratério de Pesquisa em Maléaria (LPM) do
Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz, por pesquisadores do Ministério de Saude de Angola,
em 2017, para diagnostico da malaria e investigacédo da resisténcia do P. falciparum
a ART. Huambo é uma cidade e um municipio de Angola, que € capital da provincia
(estado) de mesmo nome. Segundo as proje¢des populacionais de 2018, elaboradas
pelo Instituto Nacional de Estatistica, conta com uma populacdo de 815.685
habitantes e area territorial de 2.609 km2, sendo o mais populoso municipio da
provincia e 0 sétimo mais populoso do pais. Apés ter grande parte de sua
infraestrutura destruida pela guerra, pode recuperar-se economicamente apés a paz,
em 2002. Localizado no Planalto Central de Angola, o municipio registra altitudes

acima de 1.774 metros. O clima é caracterizado por verdes humidos e mornos, com
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noites amenas e dias relativamente guentes e invernos secos com dias amenos e
noites relativamente frias. A cidade de Huambo fica distante de Luanda - a capital de
Angola — de 513 Km em linha reta (Figura 3). Em 2017, em apenas 2 meses, dezenas
de milhar de casos de malaria afetaram o funcionamento dos hospitais em Huambo
frente a falta de leitos para atender os doentes (CAETANO, 2017).

Figura 3: Mapa do continente Africano

Continente Africano, com ilustracdo de localizador evidenciando a provincia de Huambo. Adaptado
de: MAPYSTICS., 2017.

2.2 Aspectos Eticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do MINSA, no
contexto de uma colaboragdo do Instituto Nacional de Saude Publica de Angola,
Ministério da Saude de Angola (MINSA) com o LPM, Fiocruz.



2.3 Diagnéstico

Foi realizado PCR para o diagnéstico da malaria falciparum, segundo Zalis et
al., (1996) e da malaria vivax, segundo Almeida-de-Oliveira et al., (2019). Nenhuma

coinfeccéo falciparum/vivax foi observada e 19 casos de P.vivax foram detectados.

2.4 Extracao de DNA e amplificacao

A extracdo de DNA foi feita utilizando-se o QlAamp ® DNA blood midi kit
(Qiagen) a partir de 1 mL de sangue total, segundo as instrucdes do fabricante. A
amplificacdo do gene k13 seguiu protocolo ja padronizado (ARIEY et al.,, 2014,
GOMES et al., 2018), utilizando-se os seguintes primers / iniciadores: K13 F: 5 CGG
AGT GAC CAAATCTGG GA 3 e K13 R: 3 GGG AAT CTG GTG GTAACAGC &
0 KI3N_F:5 GCCAAGCTGCCATTCATTTG 3eoK1I3N_R:3 GCCTTGTTG
AAA GAAGCAGA 5

2.5 Revelacédo dos resultados e Sequenciamento de DNA alvo

Os amplicons foram aplicados em géis de agarose 2% corados com Brometo
de Etidio, para andlise apos eletroforese. A visualizagdo para estimar o tamanho dos
amplicons e registro das bandas foi feito no fotodocumentador Multidoc-It digital
Imaging System ® (UVP). Os amplicons foram purificados com o kit Wizard SV Gel
and PCR Clean-Up System (Promega), segundo as instru¢des do fabricante.

A reacao de sequenciamento foi realizada com os mesmos primers utilizados
na amplificacdo na concentracdo de 3,2 pmol/uL, de acordo com o protocolo
recomendado pelo kit BigDye ® Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction versao
3.1. O sequenciamento de DNA plasmodial foi realizado no equipamento ABI PRISM

DNA Analyzer 3730 (Applied Biosystems) da plataforma gendmica PDTIS/Fiocruz.



2.6 Polimorfismos no gene pfk13.

As mutacdes associadas a RART examinadas estéo ilustradas na Tabela 1.

Tabela 1: Polimorfismos de um Gnico nucleotideo (SNPs / single nucleotide polymorphism) no
gene k13 associados a quimiorresisténcia do P. falciparum a artemisinina.

Polimorfismos no Gene Pfk13

Cédon? Localizador? Pf3D7° Polii'ggcfcos4
F446] CCATTAGTA TTT ATT
G449A TTTTGTATA GGT GCT
N458Y GAATATTTA AAT TAT
R471R ATGCTGGCG CGT AGA
T4741 CGTATGTGT ATG ATA
M476]1 TGTACACCT ATG ATA
A481V ACCAAAAAA GCT GTT
Y493H AATTTCTTA TAC CAC
T508N TTATTTGAA ACT AAT
P527T TTAAATATA CCT ACT
G533S AATAATTGT GGT AGT
N5371 GTTACGTCA AAT ATT
R539T TCAAATGGT AGA ACA
1543T ATTTATTGT ATT ACT
P553L TCTATTATA CCG CIG
R561H TATGATCAT CGT CAT
V568G TGGGTAGAG GTG GGG
P574L TTGAATACC CCT CIT
A578S AGATCATCA GCT TCT
M5791 CAATGCTGG ATG ATA
C580Y TCAGCTATG TGT TAT
D584V GTTGCTTTT GAT GIT
E612D AATAAATGG GAA GAT
Q613E AAATGGGAA CAA GAA
S623C GAAGCTAGA AGT TGT

L A primeira letra representa o aminoacido selvagem correspondente a sequéncia referéncia Pf3D7 e
a Ultima, em negrito e sublinhado, ao amino&cido mutado.

2 Sequencia nucleotidica utilizada para encontrar o cédon de interesse

3Cepa referéncia Pf3D7.

40Os caracteres em vermelho, negrito e sublinhado representam as substituigdes nucleotidicas nos
isolados.



2.7 Andlise das sequencias

A investigagdo das mutacdes alvo foi feita concomitantemente nos softwares
NovoSNP ® e Bioedit® para garantir analises mais acuradas, utilizando a cepa 3D7
de P. falciparum (PF3D7_1343700) como a de referéncia.

3. RESULTADOS

Entre as 214 amostras coletadas em Huambo (Angola) e enviadas ao Instituto
Oswaldo Cruz, Fiocruz, o diagnéstico molecular mostrou que 78 eram positivas para
P. falciparum e 19 para P. vivax. Dentre as positivas para P. falciparum, todas
amplificaram para o gene pfkl3 e 66 delas foram sequenciadas com sucesso. Um
total de 25 sitios polimérficos (Tabela 1) foram examinados. O polimorfismo sinénimo
R471R esteve presente em 8 (12%) dos isolados e o polimorfismo ndo sinénimo
A578S em apenas 1 (1,5%) das amostras (Figura 4). Todos os demais cdédons néo

apresentaram mutacao (Tabela 2).



Tabela 2: Frequéncia dos polimorfismos de um Unico nucleotideo (SNPs / single nucleotide
polymorphism) no gene k13 em isolados de Huambo/Angola.

Codons? pf3D7* Pol iilttﬁl ;)fiscos?’ riruetilltj;zrcl)cll\la(%
F446] TTT ATT 0
G449A GGT GCT 0
N458Y AAT TAT 0
R471R CGT AGA 8 (12%)
T474] ATG ATA 0
M476] ATG ATA 0
A481V GCT GTT 0
Y493H TAC CAC 0
T508N ACT AAT 0
P527T CCT ACT 0
G533S GGT AGT 0
N5371 AAT ATT 0
R539T AGA ACA 0
15431 ATT ACT 0
PS53L CCG CIG 0
R561H CGT CAT 0
V568G GTG GGG 0
P574L CCT CTT 0
A578S GCT ICT 1 (1,5%)
M5791 ATG ATA 0
C580Y TGT TAT 0
D584V GAT GTT 0
E612D GAA GAT 0
Q613E CAA GAA 0
S623C AGT TGT 0

LA primeira letra representa 0 aminoacido correspondente a sequéncia referéncia pf3D7 e a Ultima,
em negrito e sublinhado, o aminoacido mutado.

2 Cepa referéncia Pf3D7.

3 Os caracteres em vermelho, negrito e sublinhado representam as substituicdes nucleotidicas nos
isolados.



Dentre as 66 amostras, 59 (89%) apresentaram um perfil haplotipico idéntico ao
da cepa referéncia (FGNRTMAYTPGNRIPRVPAMCDEQS) denominado TO. No
decorrer das analises dos haplétipos da hélice P. falciparum k13, outros dois perfis de
hapl6tipos (R471R, A578S) correspondendo, respectivamente, aos perfis T1 e T2
também foram identificados. O perfil T1 foi detectado em 7 (11%) dos isolados,

enquanto o T2 em 1 (1,5%) isolado, como mostrado na Tabela 3.

Tabela 3: Hapl6tipos dos polimorfismos no gene pfK13 em isolados de Huambo/Angola.

Haplotipo Perfil Frequéncia
TO! FGNRTMAYTPGNRIPRVPAMCDEQS 59 (89%)
T12 FGNRTMAYTPGNRIPRVPAMCDEQS 7 (11%)
T23 FGNRTMAYTPGNRIPRVPSMCDEQS 1 (1,5%)

! Haplotipo referente a sequéncia Pf3D7.

20 caractere em negrito e sublinhado representa uma mutagdo sindnima, demonstrando um
haplétipo com uma Unica mutacgéo.

3 O caractere em negrito e sublinhado representa uma mutacdo sinénima e em vermelho com negrito,
a mutacao ndo sinbnima, demonstrando um haplétipo duplo mutante.

Figura 4: Eletroferograma das sequencias analisadas para o gene pfk13.

o
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Posigao 471: CGT — CGC Posigéo 578: GCT —» ICT

A) Amostra representando a mutacdo na posicdo R471R; B) Amostra representando a mutagdo na
posicao A578S. As setas indicam a posicdo da mutagédo na sequéncia nucleotidica e os caracteres em
vermelho e sublinhado correspondem as substituigdes nucleotidicas nos isolados de Huambo, Africa.
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4. DISCUSSAO

Em nosso trabalho, nos direcionamos para investigacdo das 25 mutacdes
descritas na Tabela 1 (ARIEY et al., 2014; MENARD et al., 2016; MVUMBI et al., 2017;
WWARN., 2019; ZHOU et al., 2019). Da analise das sequencias de DNA dos
66 isolados do P. falciparum de Huambo, detectamos uma muta¢do ndo sindbnima -
A578S - e uma sindnima - R471R.

A mutacdo R471R ja foi previamente descrita em Angola em isolados de P.
falciparum das provincias de Malanje e Luanda, ap0s a introducdo da ART. Ha relatos,
também de sua presenca em outros dois paises da Africa Ocidental, na Republica
Democréatica do Congo e no Gabao (ESCOBAR et al, 2015). Entretanto, até o
momento ndo existem dados que respaldem a associacdo de mutacdes nao
sinbnimas com a quimiorresisténcia a ART (HUANG et al, 2015).

A mutacdo ndo sindnima A578S também ja foi reportada em isolados de
P.falciparum africanos como os do Comore , Quénia, Uganda (HUANG et al, 2015),
Gana, Congo, Kinshasa, Gabon, Libreville, Ghana, Ashanti, Navrongo, Kenya,
Kisumu, Mali, Bougoula, Faladje e Tororo (MAIGA-ASCOFARE O., MAY J., 2016),
além de em isolados de P.falciparum asiaticos do sul de Bangladesh e do Camboja
(HUANG et al, 2015). Esses achados mostram que tais mutacfes na hélice K13 de
parasitos de P. falciparum tém uma distribuicdo global. No entanto, mais estudos sé&o
necessarios para se elucidar se a presenca da mutacao A578S nesta localidade é
resultante de um surgimento independente ou se ela foi proveniente de outras areas
endémicas.

O papel da mutacdo A578S no gene k13 como marcador na emergéncia da
resisténcia & ART na Africa tem sido sugerido considerando que este polimorfismo
esta localizado 2 AAs antes do C580Y, que € uma mutacao critica associada a 87%
da falha ao tratamento com ART no Sudeste asiatico, e que ambas as mutagcdes levam
a troca de um AA n&o polar neutro por 1 AA polar neutro (MAIGA-ASCOFARE O.,
MAY J., 2016).

Adicionalmente, dados de modelagem computacional e predicbes de Mutational
Sensitivity, sugerem que o SNP A578S pode interromper a funcéo original da hélice
K13 e causar atraso na eliminag&o do parasito (ZAW et al, 2016).

12



Estudos adicionais poderdo responder se a mutagdo A578S € o indicio precursor
do fendtipo de resisténcia a ART a exemplo dal08N que € a mutacdo inicial que ocorre
em parasitos resistentes a pirimetanina (KAINGONA-DANIEL et al., 2016).

5. CONCLUSAO

Em resposta aos antimalaricos pode ocorrer a selecdo de polimorfismos nao
sinbnimos na regido hélice do pfk1l3, que poderiam favorecer a sobrevivéncia e
fixacdo do parasito frente a concentragdes terapéuticas de ART. A sobrevida dos
parasitos mutantes seria, portanto, resultante da adaptacdo a um ambiente de
estresse oxidativo, como o0 gerado pela acdo das ART. Esta vantagem seletiva
refletiria, por exemplo, no aumento do tempo de eliminacdo da parasitemia.

Até o momento, poucos casos de resposta tardia ao tratamento com ART foram
relatados na Africa. Porém, como o potencial do surgimento de parasitos de P.
falciparum resistentes & ART no continente africano ndo pode ser desconsiderado,
esforcos devem ser canalizados para a melhor compreensdo do envolvimento do
A578S SNP na RART e para a continuo rastreamento de mutacdes preditoras de QR

a ART visando a identificagdo precoce de parasitos resistentes, antes do
aparecimento do fenétipo de resisténcia.
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