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Resumo

Em 2016 a malaria foi considerada endémica em 91 paises e apesar do decréscimo,
estima-se que em 2017 terdo ocorrido cerca de 219 milhdes de novos casos de malaria a
nivel mundial. Face a propagacéo da resisténcia do Plasmodium falciparum a maioria dos
antimalaricos disponiveis, a Organizacdo Mundial de Sadde (OMS) recomenda a
utilizacdo de terapéuticas combinadas a base de artemisinina (ACT) como tratamento da
maléria ndo complicada. Em Timor-Leste os ACTs foram implementados em 2007, sendo
o artemeter-lumefantrina (AL) usado como tratamento de primeira linha da malaria desde
entdo. A resisténcia a artemisinina e seus derivados foi confirmada no Sudeste Asiatico,
por isso 0 risco de aparecimento e propagacdo de resisténcia a artemisinina e seus
derivados tem levado a esfor¢os no sentido de serem realizados estudos de resisténcia em
todas as regides endémicas para a malaria. Assim sendo estudos continuos através do uso
de marcadores moleculares que permitam a determinacéo de resisténcia aos antimalaricos
sdo muito importantes de forma a detetar precocemente o aparecimento e evitar o
alastramento de parasitas P. falciparum resistentes/tolerantes aos ACTSs.

Neste estudo pretendeu-se optimizar a técnica de Polymerase Chain Reaction (PCR) e
desenhar novos primers para deteccdo de polimorfismos pontuais nos genes pfmdr2 e
pfarps10 bem como determinar a frequéncia de polimorfismos, nos genes pfk13, pfmdri,
pfmdr2 e pfarpsl0, associados a resposta aos ACTs em isolados de P. falciparum
provenientes de Timor-Leste. As amostras utilizadas foram recolhidas entre 2012 e 2013,
correspondendo a um periodo depois da introducdo dos ACTs em Timor-Leste. Os
polimorfismos nos coddes 86, 184 e 1246 do gene pfmdrl, no gene pfmdr2 os codbes
423, 484, 492 e por ultimo no gene pfarpsl0 o coddo 127 foram analisados atraves de
amplificacdo de DNA pela técnica de PCR e sequenciacao.

Em relacdo ao gene pfmdrl verificou-se uma prevaléncia do alelo selvagem (wild-type)
N86 (85%), assim como nos alelos F184 (54,2%) e D1246 (100%). Em relacéo ao gene
pfmdr2 para os coddes 484 e 492 mantém-se esta tendéncia (T484 81,8%; 1492 90,9%),
ja no coddo 423 o alelo mais prevalente é 423Y, mutante (81,8%). Por ultimo, no gene
pfarps10 apenas se verificou a presenca do alelo selvagem (V127 100%).

Assim sendo é extremamente importante manter uma vigilancia molecular sobre o pais
uma vez que este se encontra numa fase de pré-eliminacao da doenca.

Palavra-chave: Malaria, Timor-Leste, ACT, pfk13, pfmdrl, pfmdr2, pfarps10.



Abstract

In 2016 malaria was considered endemic in 91 countries and despite this decrease,
uptdated estimates indicate that 219 million malaria new cases occurred globally in 2017.
In view of the spread of Plasmodium falciparum resistance to most available
antimalarials, the World Health Organization (WHO) recommends the use of
combination artemisinin-based therapy (ACT) as a treatment for uncomplicated malaria.
In East-Timor, ACTs were implemented in 2007, with artemether-lumefantrine (AL)
being used as first-line malaria treatment ever since. Resistance to artemisinin and its
derivatives has been confirmed in Southeast Asia, so the risk of emerge and spread of
resistance to artemisinin and its derivatives has led to efforts to carry out resistance studies
in all endemic regions to malaria. Thus, continuous studies through the use of molecular
markers that allow the determination of resistance to antimalarials are very important in
to monitor the emergence and avoid the spread of parasites P. falciparum
resistant/tolerant to ACTSs.

The aim of this study was to optimize the Polymerase Chain Reaction (PCR) technique
and to design new primers to detect point polymorphisms in the pfmdr2 and pfarps10
genes as well as to determine the frequency of polymorphisms in the pfk13, pfmdrl,
pfmdr2 and pfarps10 genes associated with the response to ACTs in P. falciparum isolates
from Timor-Leste. The samples used were collected between 2012 and 2013,
corresponding to a period after the introduction of ACTs in East-Timor. Polymorphisms
at codons 86, 184 and 1246 of the pfmdrl gene, in the pfmdr2 gene codons 423, 484, 492
and lastly in the pfarps10 codon 127 gene were analyzed by amplification of DNA using
a PCR method and sequencing.

In relation to the pfmdrl gene, a prevalence of the wild-type N86 (85%) was observed, as
well as in the F184 (54.2%) and D1246 (100%) alleles. In relation to the pfmdr2 gene at
codons 484 and 492, this trend remains (T484 81.8%, 1492 90.9%), at codon 423 the most
prevalent allele is 423Y, mutant (81.8%). Finally, was only found the presence of the wild
allele (V127 100%) in the pfarps10 gene.
Therefore, it is extremely important to maintain a molecular surveillance of the country
once it is in a phase of pre-elimination of the disease.

Key words: Malaria, East Timor, ACT, pfk13, pfmdrl, pfmdr2, pfarps10.
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1. Introducéao

1.1.Maléria — Fisiopatologia

Malaria é uma parasitose causada por varias espécies de Plasmodium spp., sendo
caracterizada por uma patologia febril aguda. Estes parasitas sdo transmitidos pela picada
de mosquitos do género Anopheles spp., sendo que os sintomas, febre, cefalias e arrepios,
normalmente surgem 10 a 15 dias depois da picada. Caso ndo seja diagnosticada e tratada
adequadamente pode evoluir para maléria grave, podendo levar a morte. (1) (60)

O diagnostico e tratamento precoce € extremamente importante, pois previne
consequéncias mais graves, reduzindo também a transmissdo da mesma. (1)

A malaria continua a ser uma das parasitoses mais prevalentes no mundo inteiro,
com uma estimativa de 219 milhdes de casos em 91 paises registados em 2017, sendo que
malaria causou a morte a 435.000 pessoas em 2017. (22) E também a maior causa de
mortalidade infantil, principalmente na Africa sub-sariana. (56)

Em relacdo ao parasita que provoca esta patologia, existem varias espécies entre
elas, Plasmodium falciparum (P. falciparum), a espécie mais prevalente no continente
Africano e responsavel pela maioria das mortes relatadas globalmente, P. vivax, que se
encontra principalmente fora de Africa Sub-sariana, existem ainda outras 3 espécies de
Plasmodium spp. que causam malaria humana: P. malarie, P. ovale, e P. Knowlesi menos
comuns. (1) (56) (60) (61)

Ao nivel da fisiopatologia da doenca, infeccdo com maléria pode resultar numa
grande variedade de sintomas, desde a auséncia destes a sintomas muito leves e muito
pouco especificos como fadiga e febre, podendo culminar na morte. (5) (56)

Esta parasitose pode ser categorizada em malaria ndo complicada a malaria grave.
Geralmente, esta pode ser uma doenca curdvel, caso seja diagnosticada e tratada
atempadamente, como referido anteriormente. (5) (56)

O mecanismo patogénico predominante na malaria, resultante da fase assexuada
do parasita, € a hemdlise dos eritrocitos infectados. (4) Quando o parasita se desenvolve
no eritrocito, varias substancias como o pigmento de hemozoina e outros factores toxicos
acumulam na célula infectada. Estes sdo libertados na corrente sanguinea quando ocorre

a lise da célula e sao libertados os merozoitos invasivos, levando a elevados niveis de
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TNF-a. A hemozoina e os outros factores como a glucose-fosfato-isomerase (GPI)
estimulam os macrofagos, outras células produtoras de citocinas e outros factores
sollveis, que vao assim actuar na producdo dos sintomas e provavelmente influenciam a
gravidade da infec¢do. (5) (56) Para além disso, a membrana das células infectadas altera-
se e contribui para a obstrucdo dos capilares. (4) Os eritrécitos infectados com P.
falciparum, particularmente aqueles com trofozoitos maduros, aderem ao endotélio
vascular dos vasos e ndo circulam livremente no sangue. (56) Quando esta sequestracao
acontece nos vasos do cérebro acredita-se que seja um factor determinante na sindrome
de malaria cerebral (causada por P. falciparum), que esta associada a uma mortalidade
elevada. (5)

1.2.Ciclo de Vida

Durante a refeicdo sanguinea, a fémea de Anopheles spp. infectada injecta os
esporozoitos. Ap0Os entrarem no organismo, 0S esporozoitos migram até ao figado e
invadem os hepatdcitos. (56) (58) Atravessam assim a barreira endotelial dos hepatécitos,
constituida por células endoteliais e células de Kupfer, que actuam na imunidade do
individuo. (59) Os esporozoitos ao atravessarem esta barreira libertam proteinas que
modulam a resposta celular impedindo o seu reconhecimento por parte das células de
Kupfer. (58) (59)

E ai, dentro dos hepatdcitos que os esporozoitos replicam e se desenvolvem em
varios merozoitos. Estes merozoitos saem dos hepatécitos através dos merossomas,
vesiculas formadas através da membrana plasmatica do hepatdcito no limen sinusoidal.
Os merossomas permitem que 0S mMerozoitos escapem ao sistema imunitario do
hospedeiro, evitando assim a sua destruicdo pelos macréfagos presentes no figado, as
células de kupffer. (58) Estes merossomas rompem-se entdo nos capilares resultando na
libertacdo dos merozoitos e infecdo dos eritrocitos. (58) Os merozoitos libertados na

corrente sanguinea, invadem os eritrdcitos e iniciam o seu ciclo replicativo assexuado,
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sendo este o estadio simptomatico da doenca. (4) (60) Alguns destes merozoitos que
infectaram os eritrocitos diferenciam-se nos estadios sexuais do parasita, gametocitos
masculino (microgametas) e feminino (macrogametas). (60)

Os gametocitos maturos de fase V sdo libertados na circulacdo periférica e séo
assim ingeridos quando um mosquito faz uma nova refeicdo, comecando ai uma
multiplicacdo do parasita no vector que se denomina de ciclo esporogonico. Os
microgametas, moveis, fecundam os macrogametas. Apés a fusdo dos dois € formado um
zigoto diploide, que alonga formando o oocineto. Esta forma mdvel invade o intestino
médio do mosquito até ao epitélio, onde € denominado de oocisto. Os oocistos entram em
ciclos de replicagdo e ocorre a sua ruptura, libertando os esporozoitos, que migram do
intestino médio para as glandulas salivares, dando assim continuiadade ao ciclo dentro do
hospedeiro e sendo depois libertados na saliva na proxima refeicdo (4)(5).

Os sintomas desenvolvem-se 4 a 8 dias depois da invasdo dos eritrdcitos. O ciclo
replicativo dos merozoitos nas células sanguineas dura 36 a 72 horas (até a hemolise das
mesmas), causando assim febre a cada 36-72 horas, quando os eritrocitos sdo lisados

libertando varias toxinas, como referido anteriormente. (4)

b
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Figura 1: Ciclo de Vida de Plasmodium spp.. a— Hospedeiro humano; b — Hospedeiro

mosquito. (62)
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1.3.Distribuicdo Geografica
1.3.1. Vector

Existem 40 espécies de mosquitos do género Anopheles distribuidos por todo o
planeta, inclusive no Artico. No entanto, a eficacia da transmissdo da malaria depende da
espécie. (4)

A resisténcia dos vectores aos insecticidias tem sido alvo de preocupacao pois tem
vindo a aumentar. Dos 78 paises que monitorizam a resisténcia dos Anopheles spp. aos

insecticidas, 60 reportaram resisténcia a um ou mais insecticidas desde 2010. (4) (5)

1.3.2. O parasita

P. falciparum pode ser encontrado em todas as &reas onde existe maléria. (5) Ja
P. vivax é apenas encontrado em zonas tropicais e temperadas, como o sudeste da Asia,
Etiopia e América do sul. Esta distribuicdo deve-se ao facto da espécie de P. vivax
conseguir sobreviver em regides com condicGes climatéricas desfavoraveis e permanecer
dormente na forma de hipnozoito. (5) (60) Para além disso existe um outro factor que
explica esta distribuicdo, pois o receptor predominante no eritrocito para P. vivax é
relacionado ao antigénio Duffy, e a maioria das pessoas originarias de Africa sdo
negativas para esse antigénio. Assim sendo esse gendtipo confere proteccdo a infeccao
por P. vivax. (4) (60)

P. ovale é também encontrado na Africa e Asia, mas especialmente no este de

Africa, assim como P. malariae. (5) (60)
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Transmissdo de D Transmissdo de l:l Transmissdo de
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Maldria ocorre em
algumas partes

Figura 2: Distribuicdo global de maléria. (5)

1.3.3. A Doenca

Malaria esté presente principalmente em areas em desenvolvimento como Africa,
Asia e América do Sul e Central. (4) (60)

A presenca de malaria depende principalmente de factores climaticos como
temperatura, sendo para P. falciparum acima de 20°C, humidade e época de chuva. No
entanto, mesmo em paises endémicos tropicais e subtropicais, a transmissdo ndo ocorre
de igual forma em todas as areas. A taxa de transmissdo mais elevada ocorre em Africa
Subsariana. (14) (60)

Maléria pode causar elevada mortalidade e morbilidade, especialmente nas areas
endémicas, como a Africa subsariana, onde se encontra entre as causas mais frequentes
de mortalidade e morbilidade entre criangas com menos de 5 anos. A OMS estima que
mais de 90% das 2 milhdes de mortes atribuidas a malaria cada ano ocorre em criangas
Africanas. (14) (60)
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1.4.Malaria em Timor Leste

Timor-Leste € um pequeno pais com um territorio de aproximadamente 14610
Km? (23) e com uma populacéo de 1.296.305 (22), sendo que a capital é Dili (23). Timor
Leste encontra-se situado no Sudeste Asiatico, onde se verifica uma alta taxa de
resisténcia de parasitas a antimalaricos. (22)

A malaria é endémica em Timor Leste. O numero de casos clinicos confirmados
de maléria reportados no pais diminuiu de 223,002 em 2006 para 16 em 2017,
verificando-se uma tendéncia de eliminacdo da malaria (25).

Baseado nos dados recentes de 2017, P. falciparum esta presente em 81% e P.
vivax em 18% (25). O pico de transmissdo de malaria ocorre entre Janeiro e Abril, depois
da época das chuvas (72).

No periodo de 2000 a 2014 aconteceu um declinio de 75% na incidéncia de casos
de maléria. Por esta razdo, OMS atribuiu o Programa Nacional de Controlo de Malaria
em Timor-Leste com o Prémio de Exceléncia na Satde Publica. (15)

O pais tem feito um grande esforco para manter a maléria dentro de controlo e
progredir para a sua eliminacdo. Neste pais ttém sido aplicados vérios protocolos e
programas, como o Protocolo de Tratamento de Malaria (PTM) que foi alterado varias
vezes consoante as edi¢bes de guidelines do governo de tratamento de malaria. (24)

Em 2002 procedeu-se a primeira alteracdo quando se substituiu a CQ, utilizada
até a data, por sulfadoxina-pirimetamina (SP), pois em 1999 foi registada a primeira
resisténcia de P. falciparum a CQ. Esta continuou a ser utilizada para o tratamento de P.
vivax (24) (17).

Depois de varios relatos de casos de P. falciparum com resisténcia tanto a CQ
como a SP, o governo decidiu proceder a uma nova alteracao onde passou a recomendar
a utilizacdo de ACT, artemeter+lumefantrina (AL), como primeira linha de tratamento
para maléria ndo complicada com P. falciparum, mantendo-se até aos dias de hoje. (24)

Actualmente para o tratamento dos casos em que a 12 linha falha é usada a
combinacédo quinino+doxiciclina, e para a malaria grave AM, AS, ou QN (25).

Em 2007 foi incluida também a recomendacdo do uso de testes rapidos de

diagnostico (TRD), para auxiliar o diagndstico de malaria. (24)
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O Plano Estratégico do Sector de Saude Nacional 2011-2030 pretende reduzir a
mortalidade e morbilidade devido a maléria, em Timor-Leste, para um nivel onde ndo
seja considerado um problema de sadde puablica grave. (23) As actividades de 2008 e
2009 comecaram a ter impacto logo em 2011 (16). Actualmente Timor-Leste encontra-
se numa fase de pré-eliminacdo. Segundo o programa de Estratégia Técnica Mundial para
a Maléria 2016-2030, Timor-Leste € um dos paises que podera atingir a eliminacdo da
malaria até 2020 (73). No entanto esse objectivo pode ser comprometido pois
recentemente confirmou-se a resisténcia de P. falciparum as artemisininas e seus
derivados. (74) A monitorizacdo da dispersdo de parasitas resistentes pode ser efectiuada
determinando a prevaléncia de polimorfismos no gene pfk13. (2) Este gene foi
considerado pela OMS como uma ferramenta auxiliar na determinacédo das resisténcias,
pois permite uma monitorizacdo e mapeamento da distribuicdo das resisténcias mais
preciso. (77)

Para além disso é também importante estudar a resisténcia ao farmaco
companheiro através de marcadores moleculares especificos pois a resisténcia a
artemisinina e seus derivados aumenta o risco de resisténcia ao seu farmaco companheiro.
(74) (75)
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Figura 3: Incidéncia de malaria em Timor-Leste desde 2008 até ao ano de 2014 (15).
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1.5.Diagnostico da Maléaria

Uma componente essencial ao sucesso do controlo e elimina¢do da maléaria é a
realizacdo de um diagndstico e tratamento adequado dos pacientes. (27) O processo do
diagnostico, e escolha do método utilizado, é iniciado pela suspeita de malaria com base
num conjunto de critérios clinicos, que podem variar com o nivel de endemicidade de
malaria e os tipos de febres de outra etiologia que ndo maléria na area (1) (27). O
diagnostico clinico deve ser confirmado por um teste laboratorial, podendo se basear tanto
numa amostra de sangue para microscopia como em testes rapidos de diagndstico (27).

Desde 2010, a OMS recomenda a confirmacdo da infeccdo por microscopia ou
teste rapido de diagnostico (TRD) para todos os pacientes suspeitos de terem maléria,
antes de comecar qualquer tratamento (27) (30) (60).

O tratamento apenas na base de suspeita clinica deve ser considerado apenas
quando o diagndstico parasitoldgico ndo € possivel, pois 0 objectivo de testar uma pessoa
doente com malaria ndo é apenas confirmar a presenga da infeccdo com Plasmodium spp.
mas também decidir qual o tratamento apropriado. (27)

A OMS recomenda que o diagnéstico da infeccdo por Plasmodium spp. seja
baseado na microscopia. (27) Esta permite a identificacdo das diferentes espécies de
Plasmodium spp.. Para além disso possibilita a quantificacdo da densidade parasitaria, de
forma a monitorizar a resposta ao tratamento (1). Para descartar infec¢fes de baixa
densidade parasitaria, varias laminas de amostras de sangue devem ser examinadas em
pacientes suspeitos de ter malaria (29). Uma vez que é um método que requer técnicos
capacitados, equipamentos em boas condi¢Ges, um stock regular de reagentes, agua,
electricidade, e um sistema de qualidade bem executado, houve necessidade de
desenvolver um teste mais simples e menos exigente, o teste rapido de diagnostico (TRD)
(27).

Os TRDs detectam antigénios especificos produzidos pelos parasitas que estdo
presentes no sangue de individuos infectados. Alguns destes testes detectam uma Unica
espécie, outros detectam varias espécies, sendo que ainda existem novos testes que
conseguem distinguir entre 2 espécies de Plasmodium (testes bivalentes) (29) (60). O

sangue para o teste € normalmente obtido atraves de uma picada no dedo e os resultados
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estdo disponiveis num curto periodo de tempo. No entanto estes sdo testes pouco
sensiveis, pois ndo detectam infeccOes de baixa densidade parasitaria, comuns nas areas
tanto de alta como de baixa transmissao (1). Embora o treino e a supervisdo sejam
essenciais tanto para um TRD como para microscopio, a utilizacdo destes testes e a
interpretacdo dos resultados requer menos experiéncia. (27)

Um outro método de diagndstico disponivel actualmente sdo os testes
moleculares, como PCR, preferiveis em casos de infec¢des de baixa densidade, pois sao
0s mais sensiveis e especificos. Estes detectam quantitativa ou qualitativamente a
infeccdo. Para além disso detectam infeccbes multiplas e mutaces de resisténcia a
farmacos. (1) Estes tipos de testes sdo especialmente utilizados em laboratorios
capacitados, quando a examinag¢do microscépica € inconclusiva. No entanto esta € uma
técnica de elevado custo, onde é necessario equipamento especifico, técnicos capacitados,
onde podem ocorrer reacgOes cruzadas, contaminagdes entre amostras. (14) A OMS
recomenda que os testes de amplificacdo de acidos nucleicos, que tém como principal
caracteristica detectar infeccGes de baixa densidade parasitaria, sejam apenas
considerados para fins de pesquisa epidemioldgica e mapas de pesquisa de infec¢bes sub-
microscopicas (1). Uma vez que a doenca é predominante em paises de baixa rende, este
é um método mais dificil de implementar, no entanto seria util a disponibilizacdo de
equipamentos necessarios para a realizacdo de PCR por parte de paises de alta renda.
Assim sendo este € mais utilizado como método confirmatorio. (5)

Por ultimo, a utilizacdo da serologia é outra abordagem possivel através da
deteccdo de anticorpos anti-maléria no soro dos pacientes. Marcadores serolégicos
especificos tém sido identificados para cada uma das espécies. (14) Estes testes ndo sdo
muito utilizados pois é necessario tempo para que o anticorpo se desenvolva e persisténcia
dos mesmo. Um teste positivo normalmente indica uma infeccdo passada ou cronica,
assim sendo a serologia ndo € Util no diagnéstico de infegdes agudas pois 0s niveis
detectaveis de anticorpos anti-Plasmodium ndo séo detectados durante semanas. Para
além disso esta técnica é relativamente dispendiosa e ndo é facilmente acessivel aos

laboratérios das areas endémicas, principalmente Africa. (14) (76)
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1.6.Controlo de malaria

O objectivo dos programas nacionais de controlo de malaria é reduzir o nUmero
de casos e mortes devido a malaria e, reduzir a transmissao. (5) (60) (63)

Para o controlo de maléaria € recomendado o tratamento e intervencdes de
prevencdo. A escolha dessas intervencdes depende do nivel de transmissdo de maléria na

area. Algumas das medidas que podem ser tomadas sao:

e Monitorizagdo dos pacientes com malaria (através de diagndstico e
tratamento)
e Prevengéo:
* Redes tratadas com insecticidas (ITNSs)
= Tratamento intermitente preventivo de malaria em mulheres
gravidas (IPTp)
= Tratamento intermitente preventivo de malaria na infancia (ITPi)
= Spray residual de interiores (IRS)
= Controlo de larvas e outros vectores
= Administracdo de farmacos em massa e tratamento de febres em

massa

Para além disso, varias companhias e grupos estdo a desenvolver uma vacina para
malaria, mas até agora ndo existe nenhuma vacina eficiente no mercado. (5) (60) (63)
Actualmente a Gnica vacina aprovada para uso humano é a RTS,S, que ainda se encontra

a ser avaliada como uma ferramenta adicional de controlo de malaria. (65)

1.6.1. Vector

O controlo do vector, que consiste principalmente na utilizacdo de insecticidas e
redes, tem como objectivo prevenir e reduzir a transmissdo da malaria sendo uma

ferramenta importante. (1) (60)
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Redes tratadas com insecticidas (ITNs) sdo uma forma de protecgédo pessoal mais
utilizada, reduzindo a exposicdo a picada dos mosquitos, e consequentemente a
transmissdo. Estas redes formam uma barreira protectora a volta das pessoas que dormem
debaixo delas. (60) (63) (64)

As redes e insecticidas, como os piretroides, insecticida aprovado para as redes
mostraram ter baixos riscos para a saide humana e de outros mamiferos, mas toxicos para
0S mosquitos. Estas redes tém de ser tratadas a cada 6 meses ou 1 ano. O custo adicional
do insecticida e da falta de compreensdo da importancia deste tratamento resulta numa
taxa bastante baixa de re-tratamentos das redes em Africa. (5) (60) (63) (65) As redes de
Longa Duragdo Tratadas com Insecticidas (LLINS) mantém os niveis eficientes de
insecticida pelo menos durante 3 anos, mesmo apos lavagens repetidas. LLINS tém sido
associadas a grandes declinios da prevaléncia da infecgdo por malaria em paises onde 0s
programas para malaria alcangaram uma grande cobertura de LLIN. A OMS recomenda
que as LLINSs sejam distribuidas gratuitamente e utilizadas por todas as pessoas que vivem
em areas endémicas. (5) (60) (63) (65) Muitos vectores da malaria sdao considerados
endofilicos, ou seja, 0 mosquito permanece dentro das habitacfes depois da sua refeicao.
Estes mosquitos sdo especialmente susceptiveis ao controlo através da pulverizacdo de
insecticidas dentro das habitacfes (IRS). (5) (64) A IRS envolve um revestimento das
paredes e outras superficies da casa com insecticida residual. O insecticida vai eliminar
0S mosquitos e assim prevenir a transmissao da infeccdo. (5) (60)

Pode ainda ser efectuado o controlo larvar. A OMS recomenda controlo larvar
como apropriado para areas onde os habitats larvares sdo poucos, fixos e localizaveis.
Este controlo pode também ser implementado através de control biolégico, como por
exemplo a utilizagdo de fungos. (63)

A pulverizagdo e utilizada em situagcBes de emergéncia como epidemias. A
pulverizacdo deve ser utilizada na época do pico da actividade do mosquito, pois 0s
mosquitos em descanso s&o normalmente encontrados em areas que dificultam o alcance
do insecticida (5).

Actualmente, a introducdo de machos estéreis em determinadas areas tem sido
aplicada com sucesso. No entanto, a necessidade de libertar um grande nimero de

mosquitos torna esta pratica dificil. (5)
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1.6.2. Vacina

Embora tenha sido feito um progresso nos ultimos 10 anos para O
desenvolvimento de vacinas, ainda ndo existem vacinas eficientes disponiveis contra a
malaria no mercado. (5)

Plasmodium spp. tem um ciclo de vida bastante complexo, bem como é complexa
a resposta imune do hospedeiro a infec¢do. A exposi¢éo ao parasita ndo confere protecgédo
a longo-prazo. A imunidade adquirida apenas protege parcialmente contra doenca futura,
por outro lado a infecgdo pode persistir durante meses sem sintomas de doenca. (5)

Actualmente existem mais de 20 vacinas candidatas em varios estadios de
desenvolvimento, no entanto a vacia RTS,S/ ASO1 (RTS,S) é a mais avancada. (60) (65)
Esta vacina tem como alvo uma proteina de P. falciparum e mostrou ser segura, no
entanto apenas apresenta uma eficadcia moderada, com 30% de proteccao contra a malaria
clinica e 26% de protecgdo contra a malaria severa, ou seja, apenas confere uma proteccao
parcial. (60)

1.6.3. Terapéutica

Os antimalaricos sdo usados como profilaticos e para tratamento de infeccgéo,
sendo que, os farmacos utilizados para prevencdo ndo devem ser os mesmos do
tratamento de primeira linha na mesma regido. (4) A a resisténcia a P. falciparum aos
antimalaricos sucessivamente introduzidos no mercado tem-se tornado um grande

obstaculo ao controlo e eliminacdo da maléria. (6)

1.7.Antimaléricos Disponiveis

Em 2006 a OMS passou a recomendar a utilizagdo de terapias combinadas
baseadas na artemisinina (ACTs) como primeira linha de tratamento para malaria ndo

complicada por P. falciparum. (35) (66)
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ACT e uma combinagdo de um derivado de artemisinina (que actua matando
rapidamente os parasitas) com um farmaco de actuagdo mais lenta. Assim, o componente
de artemisinina elimina rapidamente a maioria dos parasitas sendo também activo contra
os estadios sexuados do parasita, reduzindo a sua transmissdo ao mosquito vector. O
farmaco associado (de semivida mais longa e actuacdo mais lenta) elimina os parasitas
residuais. (33) (60) Ao matar rapidamente um grande numero de parasitas, reduz a
probabilidade de a populacdo desenvolver mutacdes e assim conferir resisténcia ao
farmaco companheiro. (2) (60)

Os ACTs recomendados para o tratamento de malaria ndo complicada séo:

J artemeter + lumefantrina (AL)

J artesunato + amodiaquina (AS+AQ)

o artesunato + mefloquina (AS+MQ)

o artesunato + sulfadoxina-pirimetamina (AS+SP)

o dihidroartemisinina + piperaquina (DHA-PPQ) (33)
Farmacos que previnem a invasdo ou proliferacdo de Plamodium spp. no figado
tém uma actividade profilatica, ja outros que blogueiam os estadios eritrocitarios séo
utilizados como tratamento da fase sintomética da doenca, e 0s componentes que inibem
0s gametocitos ou o seu desenvolvimento no mosquito sdo agentes blogueadores de

transmisséo. (4)

1.8.Resisténcia a Antimalaricos

Segundo a OMS, a resisténcia a antimalaricos é definida como a capacidade uma
que populacao de parasitas tem de sobreviver ou se multiplicar, mesmo que tenha sido
administrado e absorvido um farmaco, em doses iguais ou superiores aquelas que
normalmente sdo recomendadas no intervalo de tolerancia do individuo. O farmaco em
questdo deve ter acesso ao parasita ou a célula infectada durante o tempo necessario para
a sua accao normal (33) (14). J& a resisténcia parcial aos derivados da artemisinina
consiste num atraso na eliminagéo do parasita ap6s um tratamento com um derivado de
artemisinina em monoterapia ou como ACT. Pode ainda ocorrer resisténcia a mais de 2

antimalaricos de diferentes classes quimicas (34). Por tltimo a faléncia terapéutica ocorre
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quando n&o existe capacidade de eliminar os parasitas do sangue do individuo, depois da

administracdo de um determinado antimalarico. Existem varios factores que podem
contribuir para a faléncia terapéutica, como a administracdo de uma dose incorrecta de
farmaco, baixa qualidade do mesmo, resisténcia, ma absor¢éo, entre outros. (34)

Normalmente, a resisténcia surge de mutacdes espontaneas que conferem a
reducdo da sensibilidade do parasita ao farmaco. Para alguns farmacos, basta uma
mutacdo pontual para adquirir resisténcia, enquanto que para outros € necessario que
surjam varias mutacGes para se dar esse fenomeno. A pressdo do farmaco vai remover 0s
parasitas susceptiveis enquanto que o0s resistentes vao sobreviver. (14) Parasitas
causadores de novas infecgdes, ou parasitas de infec¢fes que ndo foram totalmente
eliminadas, serdo expostos a niveis de farmacos suficientemente elevados para exercer
pressdo selectiva, mas insuficientes para proporcionar proteccédo profilatica. (5)

A resisténcia aos ACTSs actualmente disponiveis foi identificada apenas no sudeste
Asiatico e em P. falciparum. N&o existem relatos de desenvolvimento de resisténcia por
parte de P. vivax, P. malariae ou P. ovale a algum antimalarico. (67) (68)

Actualmente a OMS recomenda a monitorizacao da eficacia da primeira e segunda
linha de ACT’s a cada 2 anos em todos todos os paises endémicos para malaria de P.
falciparum. Se a taxa de positividade, ao 3° dia, for superior a 10% da taxa de eliminagéo
do parasita estudado, deve ser conduzida a confirmacdo da eliminacéo retardada e deve
ser efectuada a genotipagem de genes associados a resisténcia, como pfK13, para avaliar
a presenca de mutacdes de resisténcia associadas e validadas. (2)

A resisténcia de P. falciparum a artemisinina (ART) surgiu no Cambodja, em
2009 (69), e consequentemente espalhou-se para a Regido Superior de Mekong (GMS)
no Sudeste Asiatico (SEA). Recentemente foi notificada resisténcia também em Africa.
(6) Contudo, no Sudeste Asiatico, a sensibilidade do parasita aos agentes de artemisinina
diminuiu, e foram reportados polimorfismos no gene pfk13 associados a essa diminuicao.
(7)

O aumento da resisténcia @ ART e PPQ na mesma populagéo de parasitas motivou
0 comeco do uso de terapia combinada tripla em alguns locais endémicos para malaria
onde a eficacia dos ACTs diminuiu. (11)

A resisténcia a ART coloca uma grande ameaca ao controlo da maléria, para isso

devem ser instauradas medidas de controlo rigorosas. (60)
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No caso de Timor Leste ainda ndo existem resisténcias confirmadas aos ACTSs, no
entanto este encontra-se localizado numa regido propensa a aquisicdo de resisténcias.
Uma vez que se encontra numa fase de pré-eliminacédo é de suma importancia manter a

vigilancia sobre o surgimento de novas resisténcias na regido. (22)

1.9.Monitorizacao das Resisténcias

O futuro da eficacia dos ACTs esta comprometido pela emergéncia de resisténcia
a artemisinina e aos farmacos companheiros. (22) Segundo a OMS, monitorizar a eficacia
terapéutica dos antimalaricos disponiveis é um factor determinante para o programa de
vigilancia. Para além disso actua como ferramenta orientadora de politica terapéutica da
maldria, em que é recomendado a mudanca de tratamento de primeira linha quando a taxa
de faléncia é superior a 10% dos casos tratados. (2) (9) Os métodos laboratoriais para
monitorizar essa eficacia incluem testes in vitro e caracterizacdo molecular, utilizando
marcadores moleculares para a monitorizagdo da sensibilidade dos parasitas a alguns
farmacos. (5) (9)

1.9.1. Métodos In Vivo

Os testes in vivo baseiam-se na resposta clinica e parasitoldgica de um grupo de
individuos sintomaticos e parasitémicos infectados com P. falciparum, num periodo de
tempo definido, aos quais € administrado doses padrdo do farmaco avaliado e
consequente monitorizagdo ao longo do tempo. (14)

O procedimento destes testes assim como os resultados devem seguir um

protocolo, anteriormente estabelecido pela OMS.
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Os resultados dos testes de eficacia terapéutica para ACTs sdo usados no
tratamento de P. falciparum permitem a determinacdo de:

e Proporcéo de pacientes que sdo parasitémicos no dia 3, que é actualmente
um indicador de escolha para monitorizacdo de rotina para identificar
resisténcias parciais de P.falciparum a artemisinina.

e Proporcéo de faléncia do tratamento no dia 28 ou 42 (de acordo com a
semi-vida do farmaco companheiro do ACT) (77)

O tempo de acompanhamento clinico e parasitologico € no minimo 28 dias (42 nos casos
acima mencionados), e recomenda-se a genotipagem por PCR para distingdo entre
recrudescéncia e reinfeccdo. (78)

Estes testes refletem de uma forma mais real as situacbes clinicas e
epidemioldgicas. No entanto devido a influéncia de factores externos incontrolaveis os
resultados retratam verdadeiramente o nivel de resisténcia a antimalaricos, por isso ndo

sdo a escolha ideal. (14)

1.9.2. Métodos In Vitro

Os ensaios in vitro sdo utilizados para monitorar a resisténcia a farmacos medindo
a sensibilidade intrinseca de parasitas P. falciparum aos antimalaricos. Baseiam-se na
cultura de parasitas expostos a concentracfes de farmacos, observando-se assim qual a
sua resposta. (5) (35)

Estes testes oferecem uma abordagem mais objectiva na determinacdo da
resisténcia do parasita, uma vez que sdo baseados no contacto directo dos parasitas com
as concentracdes aumentadas de farmaco. (35) Ao contrario dos estudos de eficacia
terapéutica, os testes in vitro conseguem obviar os factores de confusao relacionados com
0 hospedeiro. (35) Para além disso, varios testes podem ser realizados com a mesma
amostra, e varios farmacos podem ser testados ao mesmo tempo, incluindo farmacos que
estdo ainda na fase experimental. (14) (35) (37)

Estes ensaios permitem o estudo de resisténcia cruzada entre antimalaricos,

estabelecer aa sensibilidade basal de um farmaco monitorando a sua evolugéo,
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monitorizacao espacial e temporal da susceptibilidade do parasita ao antimalarico e ainda
a validacédo de marcadores moleculares (35)

Esses resultados normalmente sdo expressos como a concentracdo pela qual 50%
do crescimento dos parasitas € inibida (ICso), obtendo-se um valor quantitativo de
susceptibilidade. (35) Estipula-se que para os derivados de ART se use 0 RSA ( ring-stage
survival assay ) como medida de susceptibilidade in vitro, pois os valores de 1C50 s&o
semelhantes tanto na nas populacdes de P. falciparum resistentes como nas sensiveis (6)
(11) (80).0 RSA mede a sobrevivéncia de parasitas entre as 3 e 9h ap6s invasao, depois

de terem sido exposto a uma dose de farmaco (6) (11) (79) (80).

1.9.3. Marcadores Moleculares de Resisténcia aos Antimalaricos

A caracterizagdo de marcadores moleculares de resisténcia é um aspecto
importante da compreensdo da resisténcia ao tratamento antimalarico (34) (35). Estes
marcadores baseiam-se na presenca de mutacdes geneticas que conferem resisténcia
a um determinado farmaco utilizado no tratamento da maléria (35).

A vigilancia sisteméatica da prevaléncia de marcadores moleculares de
resisténcia constitui uma ferramenta de deteccdo de resisténcias precocemente,
servindo também como um complemento dos resultados de outros testes (in vivo e in
vitro). Para além disso contribui para a tomada de decisGes sobre politicas terapéuticas
eficazes para o controlo da doenca (81) (82).

Uma vez identificadas as mudancas genéticas associadas a resisténcia, esta
pode ser confirmada com técnicas moleculares (14) (34) (35).

A frequéncia com que ocorrem mutagdes genéticas especificas em amostras
de parasitas obtidos de pacientes de uma certa area pode dar uma indicacdo da
frequéncia de resisténcia ao farmaco naquela area. (14)

Existem ja alguns genes identificados que envolvidos na resisténcia de P.
falciparum a alguns antimalaricos apresentados na tabela 2. (17) (36) Enquanto tem
havido algum sucesso na identificacdo de marcas moleculares de resisténcia, e
necessario fazer mais pesquisas para identificar aqueles para outras drogas
antimalaricas, em particular artemisininas. (35) (34) Neste trabalho vamos nos

debrugar essencialmente sobre os marcadores moleculares associados aos farmacos
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que pertencem a classe dos ACTSs.

Antimalarico

Cloroquina

Quinino

Amodiaquina

Mefloquina

Piperaquina

Lumefantrina

Marcador

pfert

pfmdrl

pfcrt, pfmdrl, pfnhel
pfmrpl

pfcrt, pfmdrl

pfmdrl — n° de cépias

pfert
Plasmepsine 2 (n° de cdpias)

pfert, pfmdrl

Atovaquoana Pfcytb

SP pfdhfr, pfdhps

Artemisinina  pfk13
1.9.3.1. pfK13
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Tabela 1: Marcadores moleculares associados a quimio-resisténcia.

Associacdo
Alta
Ocasional
Ocasional
Ocasional
Ocasional

Alta no Sudeste Asiatico

Ocasional China
Alta Cambodja
Ocasional

Alta

Alta

Alta

O gene pfk13 (gene PF3D7_1343700) codifica uma proteina do tipo Kelch, estas

respondem ao stress oxidativo. (3) Os derivados da artemisinina s&o drogas pro-

oxidantes, entdo concluiu-se que as mutacdes do gene pfK13 medeavam a resisténcia a

artemisinina (3). Nos parasitas resistentes, as mutacdes do gene previnem e bloqueiam o

factor de transcricdo de pfK13, conduzindo a um padréo de expressao do gene que prepara

0s parasitas para as consequéncias da oxidagdo repentina causada pelas artemisininas,

conferindo assim resisténcia. (3). O gene pfK13 é essencial para a vigilancia molecular

dos parasitas de malaria com resisténcia a artemisinina (ART). Até agora foram

reportadas mais de 150 mutac¢Ges ndo sindnimas neste gene. (6) Algumas das mutacdes
de K13 associadas a resisténcia de artemisinina sdo P441L, F4461, G449A, N458Y,
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C469F, P527H, N5371, A481V, Y493H, G538V, R539T, 1543T, P553L, R561H, V568G
P574L, C580Y, F6731, M476Y e A675V, no entanto apenas algumas estéo validadas in
vivo e in vitro: F4461, N458Y, M4761, Y493H, R539T, 1543T, P553L, R561H e C580Y
(70) (77).

Os gendtipos do gene pfK13 foram recentemente utilizados para redefinir a
definicdo de resisténcia a artemisinina. Actualmente casos suspeitos de resisténcia séo
definidos como uma alta prevaléncia no fendtipo parasitario de eliminacéo retardada, ou
uma alta prevaléncia de mutacdes do gene pfK13, e a confirmacdo da resisténcia é
definida como a combinacdo de ambos os factores acima referidos num Unico individuo.
)

A mutacio A578S, que é mais frequentemente encontrada em Africa e em varios
paises de SEA, e verificou-se que ndo estava associada a resisténcia clinica a ART. (6)

A mutacdo C580Y teve um aumento rapido na prevaléncia onde a resisténcia a
artemisinina se tornou comum no ocidente de Cambodja, e as muta¢des C580Y, Y493H
e R539T estavam associadas com uma eliminacdo de meia-vida de parasita longa e

elevaram a taxa de sobrevivéncia no RSA0-3h. (3)

1.9.3.2. pfmdrl

O gene pfmdrl (P. falciparum multidrug resistance 1/gene de resisténcia a
maltiplos farmacos 1; PF3D7_0523000) tem sido relacionado com a resisténcia a varios
antimalaricos, como CQ, QN, MQ, ART e derivados, podendo assim modular a sua
susceptibilidade por dois mecanismos, sendo eles a amplificacdo génica e/ou mutagdes
na sua sequéncia. (10) (12) Este gene é um transportador trans-membranar ABC que
codifica para a proteina homéloga Pghl. (12) (83)

Na sensibilidade a antimalaricos pfmdrl actua como um transportador activo de
solutos. Os polimorfismos neste gene sdo conhecidos por alterar a ligacdo ao farmaco,
permitindo o fluxo de solutos para o vactolo alimentar do parasita, e permite assim que
a resisténcia se desenvolva. (8)

A amplificagdo de pfmdrl tem sido associada a diminuigéo da susceptibilidade do
P. falciparum a artemisinina e seus derivados, assim como a presenca de determinados
SNPs no gene, nomeadamente nas posicOes 86, 184, 1034, 1042 e 1246. (8) (12) (83)
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O aumento do nimero de copias deste gene é especialmente comum no Sudeste Asiatico,
e é fortemente associado com a faléncia de terapéutica a MQ e LUM. (12)

Varios estudos sugerem que o polimorfismo N86Y do gene Pfmdrl € um potencial
marcador para a resisténcia a CQ, sendo que a sua variante selvagem ¢é altamente
selecionada depois da falha do tratamento com AL. (6) (43) Este polimorfismo foi
também anteriormente associado com um ICso mais baixo para artemisinina e
dihidroartemisinina quando comparados com o alelo selvagem (47).

Segundo alguns autores o polimorfismo Y184F pode desempenhar um papel na
mediacdo da resisténcia a varios outros farmacos. (6) Também os SNPs 86Y 1034C,
1042D, 1246Y tém sido significativamente associados com o aumento dos valores de ICso
a artemisinina e seus derivados. Para além disso verificou-se que a alteracdo nestes
polimorfismos conferia resisténcia contra quinino (QN) e um aumento da susceptibilidade
a MQ, halofantrina (HF) e artemisinina. (9) (12) Particularmente, os alelos selvagens N86
e D1246 do gene pfmdrl tém sido associados com a diminuicdo da sensibilidade a LUM,
pois um aumento na prevaléncia de N86, 184F e D1246 de pfmdrl tem sido observado
em infeccBes recorrentes que surgiram depois do tratamento com AL. (9)

E importante realizar igualmente uma analise de hapldtipos, sequéncia de alelos
num gene, para ter uma visdo mais abrangente das interacgbes entre alelos e
consequentemente detectar associacdes entre o fen6tipo observado e o haplétipo (9). O
haplotipo N86, 184F e D1246 (NFD) é selecionado pelo tratamento com AL, enquanto
86Y, 184Y e 1246Y (YYY) é selecionado pelo uso de AQ ou CQ. (9) A reducdo da
susceptibilidade a LUM e MQ tem estado também ao hapl6tipo NFD seguido dos
hapldtipos NYD, YYY e YYD (42) (44) (47). O haplétipo YFD de pfmdrl esté4 associado
com o0 aumento da susceptibilidade do parasita a derivados de artemisinina, MQ, HF e
LUM.

Assim sendo, € importante vigiar as alteracdes nas prevaléncias desses SNPs de
forma a obter um alerta precoce na emergéncia e dispersdo de parasitas resistentes aos
ACTs. (12) (83)
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1.9.3.3. Plasmepsine -1l e Ill

Marcadores genéticos foram associados com a resisténcia a piperaquina como o
aumento do namero de cépias de alguns genes, neste caso plasmepsina Il e Ill, que
contribuem para a digestdo da hemoglobina no parasita (38) (39) (85). A associagdo da
resisténcia a piperaquina com o aumento do nimero de cdpias de plasmepsina II-111 foi
observado, no entanto a analise funcional permanece desconhecida de como estas
mudancas contribuem para a resisténcia a piperaquina (38) (39). Estes polimorfismos
estdo implementados como marcadores de vigilancia da resisténcia, no entanto séo
necessarios mais estudos para descobrir a base molecular da resisténcia a piperaquina.
(39)

1.9.3.4. pfmdr2

O papel do gene pfmdr2 (P. falciparum multidrug resistance 2/transportador de
resisténcia multipla 2; PF3D7_1447900 ), na resisténcia a antimalaricos permace pouco
conhecido, mas a proteina codificada tem sido implicada na resisténcia a farmacos
antifolatos e a tolerancia a metais pesados, como o cadmio. (37) O gene em questdo € um
gene transportador que codifica a glicoproteina-P semelhante a codificada por pfmdrl.
(52)

O aumento da transcricdo de pfmdr2 foi observado em parasitas resistentes a CQ
(52), e o polimorfismo F423Y deste gene parece estar também associada com o efluxo de
pirimetamina de fora do parasita. (52) (55)

Segundo alguns autores, como pfmdr2 se localiza na membrana plasmatica do
parasita, a deleccdo deste gene iria resultar numa acumulacdo de substracto de
antimalaricos no parasita, levando a um fendtipo de sensibilidade aumentada. Assim 0
gene pfmdr2 pode prevenir essa acumulacdo, resultando numa sensibilidade reduzida a
MQ e QN, no entanto esta hipo6tese ainda ndo é muito clara. Ja a variante mutada do gene
ndo mostra a mesma tendéncia a sensibilidade do P. falciparum a LUM, podendo indicar

que LUM ndo é um substracto para pfmdr2, ou tem um local de accéo diferente (54).
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1.9.3.5. pfarpsl0

O gene pfarpsl0 (Plasmodium falciparum apicoplast ribosomal protein S10;

PF3D7_1460900.1) de P. falciparum codifica uma proteina do apicoplasto que afecta a
producdo de moléculas essenciais a sobrevivéncia do parasita. (36)
Segundo alguns estudos, 0 complexo proteico ribossomal apicoplastico tem sido proposto
como o alvo de alguns antibidticos como clindamicina e tetraciclina que tém sido
utilizados como antimalaricos. (36) Alguns parasitas demonstraram sensibilidade
diminuida a estes farmacos, um fendtipo associado com a ac¢éo especifica do apicoplasto,
que ao sofrer mutacOes pode desencadear resisténcia. (84) Sendo esta uma descoberta
relativamente recente sdo necessarios mais estudos para conhecer qual a influéncia dos
polimorfismos neste gene na resisténcia a antimalaricos.

Recentemente alguns SNPs no gene pfarps10 foram associados com um atraso na

eliminacdo dos parasitas depois do tratamento com ACT. (52)
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1.10. Objetivo geral

Estudar a presenca de polimorfismos associados a resisténcia de P. falciparum aos
ACTs em Timor Leste.

Objetivos especificos
1 — Desenho e optimizacdo do PCR para deteccdo para polimorfismos pontuais
nos genes pfmdr2 e pfarps10.

2 - Determinar a presenca de polimorfismos pontuais nos genes pfK13, pfmdrl,
pfmdr2 e pfarps10 de P. falciparum em amostras provenientes de Timor-Leste.
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2. Material e Métodos

Os procedimentos e inclusdo das amostras/isolados objecto do presente trabalho
obtiveram parecer favoravel do Conselho de Etica do Instituto de Higiene e Medicina
Tropical (IHMT) com o Parecer n° 09-2016.

2.1.Material biologico

O material bioldgico objecto destudo consistiu em amostras de DNA total,
extraido de sangue em papel de filtro, de pessoas com diagnostico parasitologico de
infecdo por P. falciparum provenientes da Republica Democratica de Timor-Leste. As
amostras do foram recolhidas entre 2012 e 2013, depois da introdugdo dos ACTs (em
Timor-Leste), no contexto do estudo de prevaléncia de malaria levado a cabo pelo
Programa Nacional de Controlo de Malaria de Timor-Leste. As amostras foram enviadas
para o IHMT sob a forma de gotas de sangue seco em papel de filtro. Estas resultaram de
2-6 gotas de sangue do tubo de hemograma (colhido para fins de diagnostico do paciente)
apos confirmacdo de diagnostico positivo para P. falciparum. As amostras encontravam-

se identificadas por sexo e ano de colheita.

2.2.Extraccdo de DNA

No inicio do nosso trabalho, parte destas amostras ja se encontravam sob a forma
de DNA total e conservadas a -20°C.

O DNA genomico total das restantes amostras bem como os controlos, o clone
3D7 de P. falciparum proveniente de culturas in vitro, foi extraido com recurso ao método
de extracdo com Chelex-100 (Kain et al., 1991). Foi cortada uma pequena parte do papel
que continha a gota de sangue com a ajuda de uma tesoura e uma pinga, previamente
imersas em lixivia e 4gua, sendo colocada num tubo eppendorf de 1,5 mL. Para hemolisar
os eritrocitos parasitados adicionou-se 1 mL de solugdo de 0,5% de saponina em tampéo
PBS (Phosphate Buffered Saline), e deixou-se essa mistura em incubacéo a 40C, durante
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a noite. Apos esta incubag&o realizou-se uma lavagem com PBS e nova incubacéo a 40C
por 30 minutos. A extracao foi entdo feita através da adigao de 50 puL de solugao de Chelex
em Agua Milli-Q a 20% e 150 pL de agua esterilizada. Em seguida, colocaram-se todos
0s tuos eppendorf num bloco quente a 100°C durante 15 minutos, tendo sido feita de
seguida uma centrifugacdo (14000rpm/2min), com o objectivo de separar o precipitado
que continha os componentes que ndo eram necessarios, do sobrenadante que tinha o
DNA. Por fim, esse DNA extraido foi colocado em aliquotas a -20°C preservando o

mesmo até a sua amplificacéo.

2.3.Desenho de primers

Para a amplificacdo dos fragmentos de interesse dos genes pfarpsl0 (ID
PF3D7_1460900.1) pfmdr2 ( ID PF3D7_1447900) foi necessario desenhar primers cuja
sequencia se encontra na Tabela 3, capitulo dos resultados, tendo em conta as
considerac@es seguintes: a) Temperatura de dissociac¢do do par primer/sequéncia alvo; b)
Conteido em Guanina/Citosina (G/C); c) Complementaridade da sequéncia do primer;
com recurso ao Oligonucleotide Properties Calculator
(http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html); d) Localizacdo das mutacdes,

de forma a ficarem no meio; e) Tamanho das sequéncias dos primers.

2.4.PCR - Polymerase Chain Reaction

Para confirmacdo de espécie de Plasmodium spp. presente na amostra foi
realizado o protocolo descrito por Snounou et. al, 1993. Assim sendo fez-se uma
primeira reac¢do para determinacdo do género e uma segunda para determinar qual a
espécie presente na amostra.

Para realizar a amplificacdo dos varios fragmentos de interesse nos diferentes
genes, pfmdrl, pfk13 utilizou-se os protocolos de PCR descritos anteriormente em
(Lobo et al.,2014) (48) e (Escobar et al.,2015) (49) com algumas alteragdes. As
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condicbes de amplificacdo dos fragmentos de pfmdr2, pfarpslO encontram-se
detalhadas nas tabelas 1 e 2.

A mistura de reac¢do Master Mix (ThermoScientific PCR Master Mix (2X))
foi realizada de forma a obter um volume final de 20 pL para a 1* reacgdo e de 25 uL
para a 22 reaccdo. Todas as reacgdes continham um controlo positivo e um branco
(amostra sem DNA). Os detalhes dos volumes e reagentes utilizados na mistura de

reaccao estdo descritos na tabela 2.

Tabela 2: Volumes e Concentra¢des Mistura PCR.

Volume 12 Reac¢do Volume 22 Reacgéo

Reagentes Concentragdes
(uL) (uL)

Master Mix 10 12,5 2X

Primer Foward 0,4 0,4 300 nM

Primer Reverse 0,4 0,4 300 nM

H20 7,2 10,7 -

DNA 2 1 -

Total 20 25 -

2.5.Eletroforese em gel de agarose

Os produtos amplificados foram separados numa tina horizontal que continha
tampéo TBE 1x, preparado previamente de uma solu¢do com concentragéo de 10x com
1M Tris, 1M de Acido Bérico, 50mM de EDTA aum pH de 8,3. A separaco foi realizada
electroforeticamente num gel de agarose a 2%. Gel a 2% de agarose: 4g de agarose, 200
mL de TBE 1x, 8 puL de midorigreen advance (Genetics). Assim colocou-se 7 pL de
produto amplificado com 3 L de tampé&o de corrida (loading buffer 5X da Promega).
Colocou-se simultaneamente um marcador de pesos moleculares de DNA de 100 bp

(ThermoScientific). A separagédo decorreu durante cerca de 60 minutos, utilizando uma
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diferenca de potencial de 110 V/cm. Por Gltimo, as bandas eram visualizadas e

fotografadas sobre luz ultravioleta.

2.6. Purificacdo do produto de PCR

O produto de PCR foi purificado utilizando o protocolo de SureClean Plus da

Bioline.

2.7.Sequenciacdo de DNA

A sequenciacéo dos produtos de PCR amplificados foi realizada na STAB VIDAL,
apos envio dos produtos devidamente acondicionados. O método de sequenciacao usado
foi 0 método de Sanger.

O alinhamento das sequéncias foi realizado mediante a aplicacdo Multalin? (Corpet,
1988).

Realizou-se o alinhamento das sequéncias em compara¢do com as sequéncias de
nucleétidos com os genes em analise, gene pfarps10 PF3D7_1460900.1, gene pfmdr2
PF3D7_1447900, gene pfmdrl PF3D7_0523000 e gene pfk1l3 PF3D7_ 1343700 que se

encontram na base de dados PlasmoDB.

! Disponivel em: http://www.stabvida.com/pt/
2 Disponivel em: http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/
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Este trabalho contribuiu para completar a caracterizagdo de um conjunto de 30

amostras, iniciada em um trabalho anterior.

3.1. Caracteristicas dos isolados P. falciparum em estudo

Foram analisadas 30 amostras (isolados) recolhidas de pacientes com idades
compreendidas entre 7 e 35 anos provenientes da capital de Timor-Leste, Dili,
correspondentes ao periodo entre 2012 e 2013.

Em 4 das amostras o PCR para discriminar espécies permitiu concluir que seriam
negativas para a infec¢do com P. falciparum.

No que diz respeito a analise do gene pfmdrl foram amplificados 2 fragmentos
por cada amostra de forma a analisar os coddes 84, 184 e 1246, sendo que na figura 4 (A)
e (B) estdo representados exemplos desses fragmentos respectivamente. No gene pfmdr2
apenas foi amplificado um fragmento por amostra, figura 4 (C), e 0 mesmo aconteceu

com o gene pfarps10, figura 4 (D).

Cl~ {i0F QfEs Gk o

Figura 4: Exemplos de géis de electroforese de cada gene.

A) 1- Marcador de pesos moleculares de 100 bp; 2- Fragmento de pfmdrl 86/184. B) 3 - Marcador de pesos moleculares de 100
bp; 4,5,6 — Poco vazio; 7 - Fragmento de pfmdrl 1246. C) 8 - Marcador de pesos moleculares de 100 bp; 9,10,11 — Pogo
vazio; 12 - Fragmento de pfmdr2. D) 13 - Marcador de pesos moleculares de 100 bp; 14 - Fragmento de pfarps10.
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3.2.Caracteristicas dos primers e condi¢fes de amplificacéo

Na tabela 3 é possivel observar todos os primers usados e as condi¢Ges de
amplificagdo para cada fragmento e gene de interesse.

Para realizar a amplificacdo dos varios fragmentos de interesse nos diferentes
genes, pfmdrl, pfmdr2, pfarps10 e pfk13 utilizou-se os protocolos de PCR descritos
anteriormente em (Lobo et al.,2014) (48) e (Escobar et al.,2015) (49) com algumas
alteracdes. Para o gene pfmdrl a temperatura de desnaturacdo inicial foi de 94°C
durante 2 minutos, para pfmdr2, pfarps10 e pfK13 foi de 95°C durante 3 minutos. Para

todos 0s genes o passo de extensao final foi de 72°C 3 min.
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Tabela 3: Primers e condicBes de amplificacéo.

Fragmento Temp. hibrid.

Reaccao Primers (bp) ) N ciclos Hibridacdo

10 860F 3’-ATGGGTAAAGAGCAGAAAGAG-5 755 51 10

pfmdrl 184R 3’-GTCTTTTCTCCACAAT-5’ 50 35 20 sec
(86/184) 20 86NF 3°-GTATGTGCTGTATTATCAGGAGGA-5’ 462 56 10
86A3 3’-ACTTTCTTATTACATATGACACCACAAA-5’ 53 35
10 1246F 3’-GGAGAAACAGGTAGTGGAAAATC-5’ 491 55 10

pfmdrl 1246R 3’-CAGAGAATAGCTATAGCTAG-5’ 30 sec
(1246) 20 1246F 3’-GGAGAAACAGGTAGTGGAAAATC-5 474 50 35

1246NR 3’-GCTTATCAGGTGGACAAAAACAG-5’

10 Mdr2F2 3°>-TCTCCGATATATTTAGGTTGGG-5’ 792 58 10
pfmdr2 Mdr2R2 3°- AGGAAGGATCAGATCCAGGTAC-5’ 50 30

(:':f 20 Mdr2F2 3°- TCTCCGATATATTTAGGTTGGG-5’ 472 55 10 1 min
492) Mdr2R1 3°- CCATCTCATTTGCTTTTGTTC-5 50 30
10 arpsF2 3’- CCCAAAAGACAATAAGAAAGAG-5 279 55 10

pfarps10 arpsR1 3’- ATAATTTATTCTGCTTACATTCAG-5’ 1 min
(127) 20 arpsF2 3°- CCCAAAAGACAATAAGAAAGAG-5’ 979 50 30

arpsR1 3’- ATAATTTATTCTGCTTACATTCAG-5’

10 KelchF 3’- GTGTAGAATATTTAAATTC-5° 183 56 10

pfK13 Kelch R 3’- GGTGAGAGATAAATTCTAT-5’ 50 35 L min
2° KelchF 3’- GTGTAGAATATTTAAATTC-5’ 483 51 10
Kelch R 3’- GGTGAGAGATAAATTCTAT-5’ 50 35

bp pares de bases; temp. temperatura; hibrid. hibridagdo; sec. segundos; min. minutos;
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3.3.Prevaléncia dos polimorfismos associados a resisténcia de P.

falciparum aos ACTs

Para identificacdo de polimorfismos (SNPs) nos coddes de interesse 86, 184 e
1246 do gene pfmdrl as sequéncias dos fragmentos do gene pfmdrl de cada amostra
foram comparadas com a sequéncia do gene P. falciparum (PF3D7_0523000)
depositada na base PlasmoDB (http://plasmodb.org/plasmo/). A prevaléncia dos
SNPs identificados é apresentada na tabela 4 e figura 5. Neste gene os alelos mais
prevalentes sdo o forma selvagem (wild-type, WT): N86 85%; F184 54,2% e D1246
100% (Tabela 4).

Tabela 4: Prevaléncias dos diferentes genes avaliados.

86 184 1246 423 484 492 127
F'Y N F Y D Y F Y T I I vV V M

10 5 85 542 458 100 O 81,8 182 818 182 909 91 100 0,0

Os SNPs no gene pfmdr2 foram analisados alinhando as sequéncias das
amostras com a sequéncia de pfmdr2 ID PF3D7_1447900. Para os coddes 423, 484 e
492 mantem-se esta tendéncia, em que o gendtipo WT é maioritario (423 81,8%; 484
81,8% e 492 90,9%). (Tabela 4).

Relativamente ao gene pfarps10 as sequéncias dos fragmentos de interesse
foram também comparadas com gene pfarps10 PF3D7_1460900.1. Nenhuma amostra
revelou genotipo mutante (Tabela 4).

Neste contexto as mutacdes de maior relevancia sao as do gene pfmdrl, pois

sdo as que tém sido directamente associadas a terapéutica utilizada em Timor-Leste.
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Prevaléncia SNPs
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Figura 5: Gréfico de Prevaléncia dos diferentes SNPs nos coddes analisados.
pfmdrl - 86: Mutante 1 — Y; Mutante 2 — F; Selvagem — N; 184: Mutante 1 - F; Selvagem —Y; 1246: Selvagem — D.
pfmdr2 . 423: Mutante 1 — Y; Selvagem - F; 484: Mutante 1 — I; Selvagem — T; 492: Mutante 1 — V; Selvagem - I.
pfarps10 - 127: Selvagem — V.

A andlise do gene pfk13 ndo foi possivel, pois apds vérias tentativas de
amplificacdo nunca se obteve nenhum fragmento além do controlo positivo.

3.4.Analise de haplotipos

Os haplotipos foram analisados nos genes pfmdrl e pfmdr2 e apresentados na
figura 6. Para o gene pfmdrl verificou-se o haplétipo NFD foi o mais prevalente, logo
seguido do hapldtipo NYD, presente em 6 amostras. No gene pfmdr2 o haplétipo mais

frequente e consequentemente com maior prevaléncia foi YTI
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Haplotipos genes pfmdrl e pfmdr2

55 54,5
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18,2 18,2 Pfmdr2
10 9,1
: ' l
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Haplétipos
Figura 6 — Prevaléncia dos hapl6tipos dos genes pfmdrl e pfmdr2.

pfmdrl (86/184/1246) — NYD, NFD, YYD e FYD.
pfmdr2 (423/484/492) — FTI, YIl, YTl e YTV.
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4. Discussdo e consideracoes finais

O principal objectivo deste estudo era desenhar e optimizar PCR para detec¢éo de
polimorfismos pontuais nos genes pfmdr2 e pfarpsl0. No que diz respeito ao
desenvolvimento do PCR, foi necessario aumentar gradualmente o tempo e temperatura
de hibridagéo para permitir que os primers desenhados hidridassem na zona desejada,
apos varias tentativas conseguiu-se chegar as caracteristicas de PCR desejadas de forma
a obter o fragmento necessario.

O estudo dos marcadores moleculares de resposta ao farmaco companheiro
utilizado no ACTs mostrou-se de extrema relevancia, pois a resisténcia a estes farmacos
encontra-se ja disseminada por algumas areas. Podendo assim colaborar para a faléncia
terapéutica de ACTs, unico regimento terapéutico actualmente eficaz na luta contra a
malaria, principalmente no Sudeste Asiatico onde esta resisténcia comeca a surgir. (43)
Para tal deliniou-se um outro objectivo, estudar a presenca de polimorfismos associados
aresisténciaa ACT em P. falciparum, ap0s a introducdo dos mesmos como primeira linha
terapéutica, em Timor Leste, determinando assim a prevaléncia de SNPs nos genes
pfmdrl, pfmdr2 e pfarps10 de P. falciparum.

Ao analisar os varios genes foi necessario ter em conta que a primeira linha de
tratamento em Timor-Leste é artemether+lumefantrina (AL). (25) As prevaléncias de
determinados polimorfismos em populacbes de parasitas ttm um grande impacto no
tratamento dos individuos, determinando a probabilidade de sucesso da terapéutica. (51)

Os polimorfismos no coddo 86 mostraram ter grande relevancia na
susceptibilidade a varios farmacos. (44) Ao analisar o coddo 86 do gene pfmdrl
constatou-se que o alelo prevalente era o selvagem, N86, que estava presente em 85% das
amostras. Este resultado estd de acordo com estudos anteriores onde a elevada pressédo
exercida por AL seleciona este alelo, N86, e tem sido associado com a diminui¢do da
sensibilidade a lumefantrina e um aumento na prevaléncia do mesmo tem sido observado
em infeccOes recorrentes que surgiram depois do tratamento com AL.(9) (10) (12) (44)

Vaérios investigadores concluiram que o polimorfismo N86Y estava associado
com a diminuicdo da susceptibilidade a CQ e amodiaquina. (44) Ou seja a seleccao do
alelo 86Y tem sido associados com uma alta resisténcia a CQ, uma vez que este farmaco

jando é utilizado como primeira linha de tratamento em Timor-Leste, pode justificar 0s
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nossos resultados em que este polimorfismo ndo foi muito observado. (46) Um estudo
de eficcia terapéutica recente mostrou que o alelo N86 estava associado a uma
eliminacdo lenta dos parasitas da corrente sanguinea tratados com artesunato como
monoterapia. (44) Adicionalmente, tem sido observado que parasitas com o gendtipo N86
tém uma probabilidade 4,7 vezes maior de permitir que exista um faléncia da terapéutica
depois de um tratamento com AL do que parasitas com o genoétipo 86Y. (12) (49) Esta
associacdo pode estar relacionada com o facto dos parasitas portadores deste alelo, N86,
terem capacidade de sobreviver e multiplicar-se sob concentra¢fes sanguineas de
lumefantrina (LUM) mais elevadas. (12)

Em Africa foi realizado um estudo em que a prevaléncia do polimorfismo N86
aumentava independentemente do regime terapéutico adoptado, sugerindo assim que
outros factores além da pressédo do farmaco podem influenciar a prevaléncia e distribuicédo
destes alelos. (51)

Ainda relativamente ao pfmdrl alguns estudos constataram que o SNP Y184F
podia desempenhar um papel na mediacdo da resisténcia a varios farmacos. (6) pelo que
fomos também analisar este alelo. Ao calcular as prevaléncias dos alelos neste codao
verificou-se que a variante mais prevalente é Y184, tirosina, que corresponde ao codao
selvagem, estando presente em 54,2% amostras. Alguns ensaios verificaram que com o
uso de AL como primeira linha de tratamento em varios paises a prevaléncia do
polimorfismo 184F aumentou significativamente. (51) (49) Este polimorfismo tem
também estado associado com a diminuicdo da susceptibilidade in vitro a mefloquina.
(10) Este polimorfismo mostrou ser selecionado depois do tratamento com AL, o que
corrobora os dados analisados neste trabalho, indicando uma diminuicdo na eficacia do
farmaco companheiro (LUM), facilitando a emergéncia de novos focos de resisténcia a
artemisinina. (43) (49)

Por tltimo o coddo 1246 de pfmdrl também foi analisado. Verificou-se entdo que
0 Unico aminoacido existente era selvagem, aspargina, D1246. Alguns autores
observaram que parasitas que comportam a variante selvagem sdo selecionados pelo
tratamento com AL, enquanto que parasitas com a variante mutada sdo parcialmente
resistentes ao tratamento com artesunato+amodiaquina (AS-AQ). (49) Uma vez que a

terapéutica actual em Timor-Leste € AL 0s nossos resultados suportam estas observacoes.

39



4.Discussao e Consideracoes Finais

Estudos anteriores verificaram que paises com regimes terapéuticos de primeira linha de
AL tinham o alelo mutante, 1246Y, com uma baixa ou inexistente prevaléncia. (49)

E importante analisar os haplétipos dos diferentes genes para ter uma visio mais
abrangente do impacto dos ACTs num gene, pois a selec¢do que um farmaco pode actuar
num haplétipo ao invés de um dnico polimorfismo. (9) Assim sendo foram analisados 0s
hapldtipos dos genes pfmdrl e pfmdr2 calculando as suas prevaléncias.

No gene pfmdrl observou-se uma prevaléncia do haplotipo NFD. Segundo alguns

estudos, o haplotipo NFD esta associado a pressdo selectiva efectuada pelo tratamento
com AL. (9) (46) A reducdo de susceptibilidade a lumefantrina tem estado também
associada a presenca deste haplétipo, NFD. (44) (49) (51) Um estudo recente realizado
na Tanzania em pacientes com re-infec¢Bes apds tratamento estimou que os parasitas que
tinham o haplétipo NFD eram capazes de resistir a concentracdes de lumefantrina 15
vezes maiores que parasitas com o haplétipo YYY. Indicando que uma vez que
lumefantrina seleciona para o primeiro hapl6tipo estes vdo-se tornando cada vez mais
resistentes ao farmaco. (49) Verificou-se também a presenca do haplétipo NYD em um
namero consideravel de amostras. Este é um haplétipo que também tem estado associado
a reducdo da sensibilidade a lumefantrina, com os parasitas a adquirirem alguma
tolerancia. (44) (47)
No nosso estudo os haplétipos YYD e FYD foram também encontrados, mas com uma
prevaléncia menor. Estes sdo haplotipos aparentemente selecionados pelo tratamento com
CQ ou AQ (43) (46), uma vez que estes farmacos ja ndo constituem a primeira linha de
tratamento em maléria ndo complicada em Timor-Leste é espectavel que a prevaléncia
dos hapl6tipos por nés encontrada acima mencionados ndo seja elevada.

Relativamente ao gene pfmdr2, este gene tem sido associado ao efluxo de metais
pesados e resisténcia a cadmio, assim como tem implicado no transporte de folatos e
sulfadoxina para fora do parasita. (37) (50) (71) O papel deste transportador na resisténcia
a antimalaricos continua pouco conhecido, no entanto 0 aumento da transcri¢éo deste foi
observado em linhas de parasitas resistentes a cloroquina. (37) (52) (55) Alguns estudos
acrescentam ainda que o SNP F423Y de pfmdr2 tem estado associado ao efluxo de
pirimetamina no parasita. (55) Varios investigadores tém colocado a hipotese deste gene
aumentar o fitness do parasita de forma a compensar os efeitos deletérios das mutacoes

no gene pfk13, aumentando assim o nivel de resisténcia aos derivados da artemisinina e
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mediando a resisténcia em amostras anteriormente tratadas com antimaléricos. (12) (51)
(52) Um estudo gendmico verificou ainda que os polimorfismos neste gene estavam
ligados a um atraso na eliminacao dos parasitas depois de terem recebido tratamento com
ACTs. (53) No nosso trabalho foram estudados 3 cod@es, 423, 484 e 492. Verificou-se
que a prevaléncia do aminodcido tirosina, Y, no coddo 423 foi mais elevada, j& no codao
484 0 aminoacido mais prevalente foi a treonina, T, e por fim no coddo 492 a isoleucina,
I. Uma vez que ndo existe muita informacdo disponivel acerca do impacto destes
polimorfismos na resisténcia a antimalaricos apenas se pode afirmar que existe
claramente uma selec¢do do alelo selvagem em todos os coddes. (52) (55) O haplétipo
mais encontrado neste gene foi YTI, no entanto a distribuicdo aqui foi mais equilibrada.
Alguns estudos afirmam que a delec¢do deste gene no parasita poderia resultar numa
acumulacdo do antimalarico no parasita, levando a um fendtipo de sensibilidade
aumentado. No entanto o gene pfmdr2 ndo parece influenciar do mesmo modo o
comportamento de sensibilidade a LUM. (54) Em relagdo ao seu efeito sobre a terapéutica
utilizada em Timor-Leste, este tem sido associado a resisténcia aos derivados de
artemisinina, assim como a presenca de mutacdes no gene pfk13. Ou seja, aumenta o
fitness dos parasitas de forma a compensar os efeitos deletérios das mutagdes em pfk13,
conseguindo assim aumentar ou mediar o nivel de resisténcia a derivados da artemisinina.
(12) (37)

Por ultimo, o gene pfarps10 encontra-se numa situacdo inicial de analise, pois ndo
existem evidencias suficientemente fortes acerca do papel deste gene na resisténcia a
ACTs. No nosso trabalho estudou-se o coddo V127M e verificou-se que o Unico
amino&cido presente era a valina, V, a variante selvagem. Este tal como pfmdr2 tem
estado associado a presenca de mutacdes no gene pfk13.(12) (37) Este gene pode também
desempenhar o papel de aviso de que parasitas sensiveis irdo adquirir mutagdes no gene
pfk13, passando assim primeiro por uma mutacdo neste gene (36). Alguns estudos
sugerem também que o alelo V127M ¢é raro em algumas populacdes de Africa podendo
ter surgido da evolugdo genética de parasitas no sudeste Asiatico. (53) O facto de nédo
termos detectado formas mutantes deste alelo nas amostras de Timor —leste pode dever-
se a 0 numero de amostras analisadas ser baixo.

Embora ndo exista registo de faléncias terapéuticas em Timor-Leste causadas por

parasitas resistentes, segundo os resultados obtidos, é extremamente importante que esta
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vigilancia molecular permaneca, ndo s6 para continuar a garantir a eficacia dos
programas de controlo de maléria, como de permitir que o contexto de pré-eliminacao
que Timor-Leste se encontra continue eficaz.

De todas as amostras apenas 20 amplificaram para a marca 86 do gene pfmdril, ja
no cod&o 184 verificou -se a amplificagdo de 24 amostras. O mesmo néo se verificou na
amplificacdo das amostras para o coddo 1246 do pfmdrl em que 25 amplificaram. No
gene pfmdr2 foram estudados 3 coddes sendo eles 423, 484 e 492 em que foi possivel
amplificar 11 amostras. No gene pfarpsl0 estudou-se o coddo 127 com 12 amostras
amplificadas. Por limitacdo de tempo n&o nos foi possivel desenvolver/optimizagdo das
condigdes de PCR de forma a obter amplificagcdo para no total das 26 amostras positivas
para P. falciparum. Pela mesma razdo nao nos foi possivel comparar as frequéncias dos
SNPs antes e depois da introducdo dos ACTs em Timor — Leste.

Segundo o0s nossos resultados, o gene de maior preocupacao neste contexto é o
gene pfmdrl, pois tem sido o0 mais associado a terapéutica AL, utilizada em Timor-Leste.

Embora ainda ndo estejam documentadas faléncias terapéuticas em Timor-Leste
causadas por resisténcia de parasitas aos antimalaricos é importante que se continue a
fazer uma vigilancia das mutacdes que conferem resisténcia, pois s6 assim se pode
garantir a eficacia dos programas de controlo de malaria implementados, no contexto de

pré-eliminacdo da malaria no qual se encontra Timor-Leste.
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