INSTITUTO DE_HIGIENE
MEDICINA
TROPICAL
UNIVERSIDADE NOVA DE LISOA

Universidade Nova de Lishoa

Instituto de Higiene e Medicina Tropical

Contribuicao para o Estudo da Resposta Terapéutican vivo
as Combinacdes Baseadas em Derivados da Artemisiaino
Tratamento da Malaria em Maputo

Elsa da Conceicao Lobo

DISSERTACAO PARA OBTENCAO DO GRAU DE DOUTOR EM
CIENCIAS BIOMEDICAS, ESPECIALIDADE DE PARASITOLOGIA

JUNHO. 201t



SANITATEM

QUAERENS
IN-TROPICOS ¢
o
=
&
9
=
5
/’ %
P (51
EEEEEEEEEEEEEEEEEE 3 ,p:
MEDICINA
TROPICAL
UNIVERSIDADE NOVA DE LISBOA

Universidade Nova de Lishoa

Instituto de Higiene e Medicina

Contribuicao para o Estudo da Resposta Terapéutican vivo
as Combinacdes Baseadas em Derivados da Artemisiaino
Tratamento da Malaria em Maputo

Autor: Elsa da Concei¢éo Lobo
Orientadora: Investigadora Doutora Maria de Fatima Carvalhgiara

Co-orientadora: Professora Doutora Natércia Emilia Pedro Ferrminde

Dissertacdo apresentada para cumprimento dos requies necessarios a obtencdo do grau de
Doutor em Ciéncias Biomédicas, Especialidade de Rmmitologia.

Apoio Financeiro:
Instituto Portugués de Apoio as Desenvolviment@& DI, Fundacdo Calouste Gulbenkian.

JUNHO, 2015



Publicacdes e Comunicacdes Cientificas

1.1 - Publicactes

1- Escobar C, Pateira $obo E, Lobo L, Teodésio R, Dias F, Fernandes N, Arez AP,
Varandas L, Nogueira F. PolymorphismsHasmodium falciparuniK13-Propeller in
Angola and Mozambique after the Introduction of &€Ts. PLoS ONE2014; 10 (3):
€0119215. doi:10.1371/jour.

2- Lobo E, de Sousa B, Rosa S, Figueiredo P, Lobo L, Pa&ifernandes N, Nogueira
F. Prevalence of pfmdrl alleles associated with enagether-lumefantrine
tolerance/resistance in Maputo before and afteintipdementation of artemisininbased
combination therapy. Malaria J. 2014; 13:300.

3- Lobo E, de Sousa B, Cassy S, Rosa S, Fernandes N, NodueBavere Malaria in
Mozambican Children: clinic and the roleRNAse3jene (em fase de submissao).

1.2 - Comunicacgoes orais

1- Lobo E, Lobo L, de Sousa B, Fernandes N, do Rosério \gudma F. Eficacia
Terapéutica das Combinagfes AL e ASAQ no tratamedatmalaria ndo complicada
em Maputo, Mogambique. XXII Congresso Brasileiro Harasitologia, 24-27 de

Agosto, 2011, Centro de Convencdes de Rebouca.

2- Lobo E, Lobo L, de Sousa B, Fernandes N, do Rosario \udwa F. Therapeutic
Efficacy of AL for the treatment of uncomplicatedalaria in Maputo, Mozambique;
Faculdade de Medicina da Universidade Eduardo MoaIMaputo, Mogambique. 7th



European Congress on Tropical Medicine & IntermaldHealth, October 3-6, 2011,

Barcelona, Espanha.

3- Lobo E, Lobo L, de Sousa B, do Rosario V, Fernandes Ngudia F. Eficacia
Terapéutica do AL e do ASAQ no tratamento da malaéo complicada em Maputo,
Mocambique. XIV Jornadas de Saude em Maputo 20Ehtr€ de Conferéncias

Joaquim Chissano, Maputo, Mogambique.

Posters

1- Lobo E, Lobo L, de Sousa B, do Roséario V, Fernandes Ngudma F. Eficacia
Terapéutica do AL e do ASAQ no tratamento da malaéio complicada em Maputo,
Mocambique. Jornada Cientifica do IHMT, 2011 (Reslds preliminares).

2- Lobo E, Lobo L, de Sousa B, do Rosario V, Fernandes Ngudwa F. Eficacia
Terapéutica do AL e do ASAQ no tratamento da malaéo complicada em Maputo,
Mocambique. Jornada Cientifica do IHMT, 2012.

3- Lobo E, de Sousa B, Rosa S, Figueiredo P, Lobo L, Pa&ifernandes N, Nogueira
F. Frequéncia de alelopfmdrl associados a tolerancia/resisténcia ao arteméter-
lumefantrina em Maputo antes e ap0s a implantagaterpia combinada a base de

artemisininas. Jornada Cientifica do IHMT, 2014.



A DEUS, por me iluminar todos os dias e me dar fog;para vencer as

inUmeras barreiras da vida.

A minha familia, aos meus amigos e a todos que meegem bem.



Agradecimentos

Esteestudo foi apoiado pdiestituto Portugués de Apoio ao Desenvolvimento (IRD) e
pela Fundacdo Calouste Gulbenkian Instituicbes as quais endereco o meu profundo

agradecimento.

A orientadora Investigadora Doutora Maria de Fati@arvalho Nogueira, pelos seus
ensinamentos e valiosas contribuicbes desde a ppiwedo protocolo; pelo apoio

bibliogréafico e pela orientacdo na elaboracéo de.te

A co-orientadora Professora Doutora Natércia Fetesnpor ter aceite integrar a comissao

tutorial e pelas suas importantes contribuicbea patesenvolvimento deste trabalho.

Ao Investigador Doutor Bruno de Sousa, 0s meusdagimentos pelas suas sugestdes na

analise estatistica deste trabalho.

Ao Professor Doutor Virgilio do Rosario, pelas cimticdes dadas na parte inicial do

trabalho e pela sua manifesta disponibilidade eneamo que fosse necessario.

Ao Professor Doutor Aires Fernandes, pelo seu sar#s incentivo para a procura do
saber e pela sua pronta disponibilidade demonstredaliscussdo de varios aspetos

relacionados com este trabalho, em particular @a éfnica.

A Professora Doutora Alexandra Rodrigues e a toslaaagfamilia pela amizade que sempre

demonstraram e pela sempre pronta disponibilidadapoiar incondicionalmente.

Aos colegas do IHMT com quem compartilhei muitosmeatos, pela amizade, simpatia e
companheirismo, em especial a Lis Lobo, ZoraimaoN&tatricia Machado, Cristina

Mendes, Ana Afonso, Fernanda Murtinheira, Tiago,\@ancalo, Mariana e Joana.



A Paula Figueiredo e & Soraia Rosa pelo seu vaiipsid no processamento das amostras.

Um agradecimento muito especial a Rita Neres paloirsestimavel contributo e sempre

pronta disponibilidade em apoiar sobretudo na &via parte estatistica.

A toda a equipa do CMDT/IHM, pela colabora¢éo ei@pécnico prestado.

A Dona Teresa Santos um profundo agradecimentanpaier acolhido sempre com muito
carinho e amizade e a toda a sua familia, pelalisidgde e amizade que sempre
demonstraram.

Aos colegas da Faculdade de Medicina da UEM coguess pude contar e que prestaram
0 seu valioso apoio durante a realizacdo destallratem especial a Dra Catia, Dr Jahith,

Dr Orvalho, Dr Leonel, dra Assa e a Julieta.

A Direcéo e a todo o pessoal do Instituto do Caragé Maputo com quem trabalho e

convivo no meu dia-a-dia.

Aos colegas do Centro de Investigacdo da Manhi¢8ME e do Instituto Nacional de
Saude em Mocambique, pelo apoio na revisdo da &ém@mpela colaboracdo na discussao
de alguns aspetos relevantes, em especial ao BibiBuMacete, Dr Hélder Bulo, Dr

Acécio Sabonete, Dr AbU Saifodine e Dra Sénia Emoss

Ao Diretor do Instituto Nacional de Estatistica, @b Celso Zunguze e ao Dr Xadreque
pelo seu apoio e cedéncia de dados estatisti@®sosl a malaria em Mogambique.

As direcbes e equipes clinicas das unidades sasitande foram recolhidas as amostras,

pela sua colaboracéo na recolha de dados clinaopatientes incluidos no estudo.



A todas as pessoas que de alguma forma contribydaameste trabalho de pesquisa e que
apesar de ndo terem sido mencionadas, o seu egatmdo foi de modo algum menos
precioso.

A todos os pacientes que participaram no estudo.

Aos meus pais, irméos e sobrinhos por serem papertante da minha vida.

Vi



Resumo

Com o objetivo de reduzir a emergéncia e propagalgigparasitas resistentes aos
antimalaricos, a OMS recomenda o uso de terapidbic@ta a base de artemisinina (ACT)
como tratamento de primeira linha para a malar@ ¢c@nplicada polP. falciparum.A
resisténcia aos ACTs foi recentemente relatada udes$e Asiatico. Historicamente, a
regido oriental da Africa sub-Sahariana tem sidodas principais focos de disseminacéo
da resisténcia aos antimalaricos. Em Mo¢cambiquepaiisda Africa do Leste, a malaria é
um grande desafio para a saude publica, respong@el56% dos internamentos
pediatricos e 26% das mortes intrahospitalares. r@arhento com artesunato e
sulfadoxina+pyrimethamina foi implementado em 20Bdta combinacéo foi substituida
por artesunato+amodiaquina (ASAQ) ou arteméterHantena (AL) em 2009. Em
Mogambique, a resposta terapéutica aos ACTs € pestcalada, existindo poucos dados
sistematizados relativos aos aspetos clinicos e@idg@de da doenca nos pacientes
hospitalizados. Os polimorfismos no gepkendrl tém sido associados a alteragdes na
susceptibilidade aos antimalaricos, incluindo oSTAGEmM 2014, foi proposto um marcador
molecular correlacionando mutacdes no gpfi€l3 ao fendtipo de susceptibilidade aos
ACTs. Os nossos objetivos foram: contribuir parbndar o perfil da resposta terapéutica
da maléariafalciparum ndo complicada (MnC) em pacientes tratados com sA€ih
Maputo; contribuir para melhor compreensdao do quadinico e evolucdo da malaria
grave (MG); descrever a frequéncia de marcadoretecmares de resisténcia aos
antimalaricos usados em Maputo. Foram incluidos pek@entes com MnC (2010-2012);
284 foram tratados com AL (106 no Centro de Saudel¥laio e 168 no Centro de Saude
de Boane); os restantes 138 foram tratados com A&A@oane. Dois pacientes (tratados
com ASAQ) regressaram no; Bom sintomas e parasitémia. Os restantes tiveraposta
adequada até aoiP Para estudo clinico e evolucdo da maléaria gfavem selecionados
pacientes na enfermaria pediatrica do Hospitali@edé Maputo, de Fevereiro a Marco de
2012. Dos 129 incluidos, 30 apresentaram malarebcal (MC) comscoresde Glasgow
entre 4-9. Cinco destes resultaram em 0bito nasgmas 24h apos admissdo. Os pacientes
portadores do genotipeNAse3GG apresentararscorede Glasgow inferior a admissao,
embora sem diferenca significativa. Para analisendéncia temporal da frequéncia de
marcadores moleculares de resisténcia aos antiot&@m Maputo, foi incluido um grupo
de amostras de ADN de um estudo anterior realizadice 2003 e 2005. Em relacdo aos
SNPs pfmdrl 86Y, Y184, 1246Y: a frequéncia dos alelos N86 e248l aumentou
significativamente de 2003-2005 para 2010-2012jroemto da frequéncia do 184F néo foi
significativo; exceto para NFD e NYD, a frequénd& haplétipos triplos diminuiu em
2010-2012. Das 99 amostras analisadas somentes8igosduas copigg&mdrl Em 100
amostras, ndo foram identificadas mutacpésl3 relacionadas com a resisténcia aos
ACTs no Sudeste Asiatico. Em 2 amostras coletagés @ntroducdo dos ACTs foi
identificado um novo polimorfismo noftk13 (ausente em 2003-2005). Este SNP (V494l) é
adjacente & mutacdo Y493H piiK13 associada a resisténcia.
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Abstract

With the aim of reducing the emergence and spréashtimalarial drug resistant parasites
WHO recommends the use of artemisinin-based cortibm#herapy (ACT) as first-line
treatment forP. falciparumuncomplicated malaria. ACT drug resistance hasntbcbeen
reported in the Southeast Asia. Historically, EABica has been a major focus of drug
resistance spread in sub-Saharan Africa. In Mozqua)i an Eastern African country,
malaria is a major public-heath challenge respdadir 56% of the paediatric cases and
about 26% of the hospital deaths. Here, artesunate combination with
sulphadoxine+pyrimethamie was implemented in 20@ds combination was replaced by
artesunate+amodiaquine (ASAQ) or artemether+luntefen (AL) in 2009. In
Mozambique, the treatment response to ACTs is pa&itdied and documented and few
systematic data on clinical aspects related tos@werity of the disease in the hospitalized
patients are available. SNPspfmdrlgene have been associated with changes in parasite
susceptibility to various antimalarials, includil§CTs. In 2014, molecular marker
correlating ACT susceptibility phenotype wigiK13 gene mutations was proposed. Our
aims were: to contribute to outline of the profi# the response to treatment of
uncomplicatedalciparummalaria (UnM) patients with ACTs in Maputo; to ¢obute to a
better understanding of the clinical profile andletion of severe malaria patients (SM);
and to describe the prevalence of molecular markedsug resistance to ACT in Maputo.
A total of 412 patients with UnM (from 2010 to 2Qffom Maputo area were included:
284 treated with AL (106 from Centro de Saude 1Mo and 168 Centro de Saude de
Boane); the remaining 138 patients were treated ABAQ and came from Boane. Two of
the patients (treated with ASAQ) returned on With symptoms and parasitemia, the
remaining responded adequately up ta. Bor the clinical profile and evolution of severe
malaria, patients were selected on February ancctMafl2 on the Paediatric ward of
Maputo Hospital Central. From the 129 included,p8@8sented cerebral malaria (CM); 5
resulted in fatalities during the®t124h of admission, with CM and Glasgow score 4-9.
Although, patients carrying theRNAse3genotype GG presented lower Glasgow score on
admittance, the association did not reach sigmiiea In order to analyse the temporal
trend in the antimalarial drug resistance molecuoiarkers prevalence in Maputo, a group
of DNA samples from a previous study conducted aisidlaputo between 2003 and 2005
was included. Regardingfmdrl SNPs 86Y, Y184, 1246Y: prevalence of the allel&6 N
and D1246 increased significantly from 2003-20052@10-2012; although increased
prevalence of 184F did not reach significance; pkder NFD and NYD, all triple
haplotypes decreased in prevalence in 2010-201B. 889 samples carried 2 copies of
pfmdrl Mutations inpfK13 correlating with ACT resistance in Southeast Aseravnot
identified in the 100 samples. A new polymorphismpfk13 was identified in 2 of the
samples collected after the introduction of ACTé&sgnt in 2003-2005). The newly
identified SNP, V494l lays adjacent to the knopfiK13 resistance-associated mutation
Y493H.

Key words: malaria in MozambiquePlasmodium falciparumtherapeutic response,
molecular markers of resistanqdi13.
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1.1- Breve Historial

A maléaria é provavelmente uma das doencas maigaantjue atingem o ser humano e
durante séculos impediu o desenvolvimento de végigies do mundb? Desde tempos
imemoriaveis as febres provocadas pela malariaf@taibuidas a causas sobrenaturais. A
palavramal’aria de origem italiana que etimologicamente signifieat fuim” indica a
crenca geral de que vapores nocivos (miasmas) guamavam dos pantanos eram 0s
responsaveis pela doef@aAcredita-se que Hipdcrates tenha sido o 1° nuitayista, ao
descrever 400 AC diferentes tipos de febre assasiadesplenomegalia, diferenciando-as
das febres continuas provocadas por outras infeES8é&srelacionou-as a época do ano e ao
local onde os pacientes viviam mas manteve a crdacgue estas eram causadas pela
ingestdo de aguas estagn&fAsAs pesquisas intensificaram-se a partir de 1§8ando
Charles Laveran identificou o parasita da malara wema amostra de sangue de um
soldado na Argélia ao qual chamou @scillaria malariaé?). Seis anos depois Camillo
Golgi descreveu o ciclo esquizogonico do paradigaonstrando que a febre intermitente
da maléaria coincidia com a rotura dos eritr6cito dangcamento dos parasitas na
circulacad. Golgi descreveu trés espécies de parasitas cfamemiies ciclos, duas delas
reconhecidas por Giovanni Grassi e Raimondo Filetti 1890 comoP. vivax e P.
malariaee a terceira por William Welch em 1897 corfofalciparum Em 1897 os
mosquitos foram identificados como vetores paraakana aviaria por Ronald Ross e entre
1898 e 1999 para a malaria humana, por um grupavestigadores dirigidos por Gradsi

Em 1922, John Stephens descreve# espécie d€lasmodium(P. ovalg. A existéncia de
formas pré-eritrociticas das espéciagx e falciparumfoi confirmada por Shdft®”). Mais
tarde estas formas foram também demonstradas paspéciesvalé® e malariad®. A 52
espécie délasmodiumP. Knowlesi)foi descrita por Robert Knowlesi e Biraj Das Gupta
em 1931 em macacos e documentada em humanos efA21®66 1987 foi testada a 12
vacina sintétic&pf6e6contra oP. falciparuntesenvolvida por Manuel E. Patarréycuja
eficacia veio a ser posta em cdt®aActualmente as pesquisas nesta area continuam,
estando em fase de avaliacdo pela Gdd$Provas relativas a eficacia e segurancanaz

nova vacina contra B. falciparumdesignada RTS, S/ASO1.
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Um dos principais problemas da malaria tem sidcesisténcia doPlasmodiumaos
antimalaricos e até aos dias de hoje a sua terapiaevoluido de forma a fazer face ao
surgimento de parasitas resistentes.

Recentemente foram sequenciados os genomas do itnoo&gapheles gambia&o clone
3D7 doP. falciparuni'®, do P. vivax'¥) e doP. knowlest), o que podera ser Util para
identificar alvos antigénicos para o desenvolvimede vacinas, testes diagnésticos e

novos farmacos antimalaricos.

1.2- Agente etiologico

A malaria é causada por protozoarios do gérilesmodium.Existem mais de 120
espécies dé’lasmodiumque infetam mamiferos, aves e répteis. Cinco slestpécies
nomeadamente ®&. falciparum P. vivax P. malariag P. ovalee P. knowlesitém a

capacidade de infectar o ser humano diferindo aarmrfologia e patogéndsa

1.2.1- Ciclo de vida ddPlasmodium

O Plasmodiumé um protozoario unicelular, hapléide durante aomparte do seu ciclo de
vida (Figura 1). O estado de diploidia verificaqser um breve periodo do ciclo no
hospedeiro invertebrad®. A transmissdo do parasita ao hospedeiro vertebéadma
etapa obrigatdria do ciclo de vida@asmodiume inclui duas fases: fase esporogonica,
caracterizada por multiplicagdo do parasita no é&desipo definitivo (invertebrado do
género Anopheley e fase esquizogonica na qual este se multiplicahaspedeiro
intermediario vertebradddpmo sapien$'-2%. Os parasitas sdo transmitidos ao mosquito
fémea (vector) no estadio de gametdcitos, durameada ao hospedeiro intermediario
infetado. ApGs a maturacdo dos gametocitos no e@gféndo mosquito, ocorre a sua

fertilizacdo que termina com a formacéo do zig&iste transforma-se em oocineto, forma
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movel e invasiva que penetra o epitélio do esténtlgmosquito onde se fixa. De seguida,
inicia-se o desenvolvimento do oocisto que apéssdtivmeidtica, seguida de multiplas
divisbes mitbticas origina inUmeros esporozoitogar@o maduro, o oocisto se rompe,
libertando esporozoitos moveis para o hemocéliondsquito. Estes deslocam-se para as
glandulas salivares, acumulando-se nos ductos.d@uaimosquito infetado se alimenta no
hospedeiro vertebrado, os esporozoitos inoculadosntt a picada entram na corrente
sanguinea. Alguns dirigem-se para o figado, atsavel®> a membrana de varios
hepatdcitos, provavelmente buscando os mais susiseti infeca@Y, local onde por um
processo de esquizogonia hepética ou extra-etdraxi se formam os esquizontes
hepéticos. No caso dB. vivaxe doP. ovale este desenvolvimento ndo se processa de
imediato, permanecendo os esporozoitos sob forewdtibas latentes ou hipnozoitos. A
maturacdo dos esquizontes hepaticos resulta emaratlibertacdo de merozoitos para a
corrente  sanguinea. Estes invadem o0s eritrOcitosgciando-se a esquizogonia
intraeritrocitaria. Durante esta fase os merozaostfsem diferenciacdo passando por trés
estadios de desenvolvimento (trofozoito em anefpzoitomaduro e esquizonte). Até a
fase de divisdo nuclear, o parasita € designadoztoiio Quando o ndcleo entra em
divisdo (esquizogonia) origina milhares de meramoique formam o esquizonte. Cada
esquizonte, ao sofrer rotura liberta 16 a 32 métoza@ue invadem novos eritrocitos. Este
ciclo ocorre em periodos de aproximadamente 48 d@ofds dependendo da espécie
infectante, sendo responsavel pelos picos felpiso8 da infecdo malarica. Alguns dos
merozoitos diferenciam-se em gametdcitos que d¢oaesti as formas infectantes para o
vector (Figura 1). A maturacdo dos gametdcitosiarée no hospedeiro vertebrado e é
completada no mosquito apds refeicdo sanguineagodamicio a um novo ciclo

esporogonics-20)




Introducéo

Ovo ou zigoto

Fecundagdo (ovoou zigoto)
Macrogameta

Microgameta
Oocineto-Penetragdoda

Exflagelacdo do microgametdcito
parede do estdbmago

Maturagdo do macrogametdécito
Desenvolvimento do
oocisto e esporozoitos

Rutura do
oodisto

Esporozoitos nas
glandulas salivares

Esquizogonia '

® Gametdcitos
o

C 'Q | Fase pré-eritrocitica
\ 9\ (hepatdcitos)

Trofozoito
- maturo
Trofozoitoem
forma de anel
Fase Esquizonte l
¥ t' eritrocitica

Hipnozoito | . -
¢ \® ¢ ) 3 -
i

L) Merozoitos
Fase de laténcia por : A - * -
> alguns meses, ' ~ -
)

i | reativam einiciama | :“ " -
| fasepré-eritrocitica |,

@ i

5.4

Apenas em P.

vivaxeP. owle) /

™
L )

Figura 1 - Ciclo de vida doPlasmodium falciparum (Adaptado de Chiodini et al, 2010)
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1.2.2 - Genética dd°’lasmodium

O material genético dBlasmodiumencontra-se organizado em trés genomas: 1) genoma
mitocondrial (6kb{f?2%, 2) genoma do apicoplasto, remanescente de untidiasdo
fotossintético com 35 k& 26)e 3) genoma nuclear cuja sequenciagdo completdeiada
em 2002 no clone 3D7 dB. falciparun®”). No genoma nuclear foram identificados
aproximadamente 5.300 genes distribuidos por lhassomas. Uma caracteristica que
diferencia este genoma dos genomas de outros enissié a abundancia em genes
varidveis Yar genes) envolvidos na evasdo iméheEstes genes codificam proteinas
altamente polimérficas expressas a superficie dasd@tos parasitados. Uma destas
proteinas, #fEMP12% 30) é responsavel pela variacdo antigénic# dfalciparume pelos
fenomenos de adesdo e sequestro que ocorrem naangaive?®: 31 32) Com recurso a
técnicas moleculares é possivel descrever seqsépaiianorficas nos genes codificadores
das proteinas de superficie dos merozoites)(®®. Estes polimorfismos sdo utilizados
como marcadores genéticos para caracterizacacopatapdes parasitarias. Por exemplo, a
genotipagem de regides polimorficas dos genesicadies das proteinas de superficie dos
merozoitos fispl e mspld e da proteina rica em glutamatglufp) € habitualmente
realizada para distinguir recrudescéncias (querpaddicar faléncia terapéutica) de novas

infecoe&.

1.3 - Epidemiologia
1.3.1 - Aspetos gerais e distribuicdo geografica daalaria

No mundo a malaria predomina nas regides tropieasbtropicais da Américalgumas

regibes da Asia e em grande parte da AfiftéFigura 2). Para além da intensidade de
transmissao, a sua epidemiologia e impacto solp@palacdo nas diferentes localizacdes
geogréficas sao influenciados por varios fatoresigoluem oacesso aos servicos eficazes

de prevencao, diagndstico e tratam&pitép)
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Estima-se que entre 2000 e 2013, as taxas de muiedd@ de mortalidade por malaria
tenham reduzido respetivamente em 30% e 47% nooneiean 34% e 54% no continente
Africano (WHO African Regionpressupondo-se que 670 milhdes de casos e 48auil
de mortes tenham sido evitaff®s Estas reducées resultaram de melhorias no cordml
vetor, no diagnostico e na disseminacdo de teragmakinadas a base de artemisininas
(ACTs). Contudo, apesar dos progressos, grande ganpopulacdo mundial ainda vive em
areas endémicas e 0 numero absoluto decasos ertis por malaria, continua elevado.
Estima-se por exemplo que em 2013 tenham sidotaelgis 198 milhdes de casos e 584
mil 6bitos, dos quais respetivamente 82% e 90%remmn na Africa sub-Saariana. A

maioria das mortes (78%) ocorreu em criangas memnE® and®.

As cinco espécies d@lasmodiumque infetam o Homem exibem uma distribuicdo
geogréfica sobreposta sendB.dfalciparume oP. vivaxas mais disseminadas. Nas ultimas
décadas a distribuicdo global e a frequéncia destpecies nas diferentes regibes do
mundo nao sofreu alteracdes significati¥asO P. falciparumé a espécie mais prevalente
e ocorre sobretudo no continente africano, sensiporesavel por mais de 90% dos casos
fatais de malarf& 3" O P. vivaxé largamente distribuido nas Américas e Asia,recdio
mais esporadicamente no continente africanoP.Omalariae e o P. ovale ocorrem

principalmentena Africa, e mais raramente em oyteate do mundép).

Paises com transmissao de paludismo, 2013

Casos confirmados de paludismo por 1000 habitantes “M

| B
=0 :
050
10 |
o
)

Figura 2 - Distribuicdo geografica da malaria no mado (Fonte: WHO, 2014)
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O P. knowlesi,até h& poucos anos conhecido como causador dgdanferonica em
macacos foi recentemente identificado como ageatendlaria no ser humaf®. Esta
espécie foi reportada em paises do Sudeste AsI&tih como responsavel por casos de

malaria com complicacdes fatdh

1.3.2 - Malaria em Mogambique

Mocambique é um pais situado na costa orientalfdeafaustral. Possui um clima tropical
hamido, com uma estacdo quente de Outubro a Ma@@cterizada por chuvas e
temperaturas medias entre 22 a 31°C e outra edtas@a e seca de Abril a Setembro com
temperaturas entre 13 a 24°C. A sua populacaoe@a@sabnente jovem (45,6%), estimada

em cerca de 22 milhdes de habitantes e a densigagealacional é de 25.68
habitantes/krf{*°,

A maléaria é endémica em todo o pais e a sua traedmiocorre durante todo o ano com
picos durante e apOs a estacdo chuvosa. Os piBeiptbres da malaria pertencem aos
gruposAnopheles funestusAnopheles gambi&®. Em relacdo as espécies infetanteB, o

falciparumé a mais prevalente, causando mais de 90% daa¥eo que representa um
forte contributo para a frequéncia da anemia nallpggo, com maior gravidade entre as

criancas e mulheres graviéids

Mogambique estd entre os 10 paises do mundo comrenaiaxas de mortalidade por
malaria por 1000 habitantes/&%b Embora haja sinais de reducdo do niimero de casos
(5.168.684 em 2005 para 3.381.371 em 2010), a mquéncia mantém-se elevada,
particularmente nas criancas com idade inferioran&&'®. Dados indicam que esta é a
principal causa dos problemas de saude e de naadalino pais, sendo responséavel por
cerca de 30% de todos os 6bitos regist&tfsA maioria dos estudos relacionados com a
malaria efetuados em Mogcambique tem incluido caaraté aos 15 anos. Destas, cerca de
dois tercos pertencem ao grupo etario inferior anbs tanto em estudos envolvendo

pacientes com malaria ndo complic&t4) como em pacientes com malaria gf&e).
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Em relacdo aos adultos a informacdo relativa a nmaakk escassa estimando-se uma

frequéncia de 14% nos individuos com idade iguauperior a 15 an69.

A resposta terapéutica aos ACTs introduzidos hanalg@nos para o tratamento da malaria
ndo complicada é ainda pouco estudada e existesopalados sistematizados, relativos

aos aspetos clinicos e a gravidade da doencanesteschospitalizados.

1.4 - Diagnostico da malaria

O diagnostico correto e atempado da maléria € itapt& para assegurar um tratamento
apropriado de forma a reduzir os sintomas da dog@uosaibilitar a cura e reduzir o risco de
complicacdes que podem ser fatais. Este tem com@dsasintomas e sinais objetives

deve ser confirmado pelos exames laborat&tiaid),

O perfil epidemiologico dos pacientes € importad®jendo ter em conta fatores como a
area de procedéncia, a histéria de viagens recpatasareas endémicas e a distribuicdo

geografica das espécieslasmodium.

Dada a natureza inespecifica das manifestacoesspaita do diagndéstico é fundamental,
nao soO nas regidées endémicas, como em outras segide individuos semi-imunes podem
ser portadores assintomaticos e desenvolver a daamgualquer altura como se descreve
adiante. Além da transmissao através da picadaodguito, a malaria pode ser transmitida
de um ser humano a outro através de sangue tralidfutransplante de 6rgédos ou partilha
de agulhas em usuérios de drogas injet&eidNos recém-nascidos deve-se excluir a

possibilidade de malaria congéffita

O diagnéstico laboratorial envolve véarios métoddss quais se destacam: 1) testes

microscopicos 2) testes imunocromatograficos (inestes) e 3) testes moleculares.

A microscopia 6tica € o método mais utlizado e md@sa identificagdo do parasita em

uma amostra de sangue colhida por puncédo, e c@atacha lamina que € de seguida
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corada por um dos varios métodos utilizados pdrantduindo o método de Giemsa,
Wright ou Field®®).

Os imunotestes baseiam-se na detecdo rapida dggr@ns especificos do parasita tais
como a proteina 2 rica em histidina (HRP-Il) e airea lactato desidrogenase (pLDH), ou

ainda mediante detecdo de anticorpos mono ou Po&.

Os métodos moleculares sdo usados para deteca@tedaingenético do parasha ")
Como exemplo temos a técnica de PO®limerase Chain Reactipndescrita pela
primeira vez em 1983 por Mulli¥® e atualmente usada sobretudo na area de pesquisa.
Esta técnica consiste na amplificacdo exponendalextiva de um segmento especifico do
ADN, sob acdo de uma enzima termoestavel (ARNmerasg¢, mediante utilizacdo de
sequéncias oligonucleotidicaprimers ou iniciadores desenhados em laboratorio de

acordo com o comportamento da reagéo que se peetend

Osprimerssao pequenos fragmentos sintéticos de ADN dsifit@les compostos por 12 a
25 pares de bases complementares as sequénciassgleoificas do ADN molde, situadas
em regides adjacentes (3’ e 5’) de cada uma dadasada dupla hélice a amplificar. O
desenho dosprimers deve ter em consideracdo alguns parametros de rténp@
fundamental para garantir a sensibilidade e espiecitie da reacdo de PCR como: 1)
temperatura de dissociagdo do pamer/sequéncia alvo (temperatura deltimg ou Tm);

2) conteudo em Guanina/Citosina (G/C); e 3) complaaridade da sequéncia plamer.

A ADN polimerasediferencia as duas extremidades gosners (3' e 5’), iniciando a
reacdo sempre pela extremidade 3’ do ADN. A angaliifio é originada pela repeticéo
sequencial de ciclos, cada um composto por 3 pa$aesnaturacdo do ADN alvo pelo
calor (94-96°C); 2° ligagdo ou anelamerdgonealing dosprimers (50-65°C); 3° extensao
através da ligagdo dos nucleotidos livies ao ADNdmopela enzima ADNpolimerase
(72°C).

Dada a elevada sensibilidade, a PCR permite daiedN parasitario em concentracdes

extremamente baixas de até 1 parasitaipde sangue, de tal forma que apenas uma copia

10
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é suficiente para produzir por amplificacdo milhdescépias de ADN, cuja presenca pode
ser posteriormente confirmada por electroforesegem Com o objectivo de melhorar a
especificidade e a eficiéncia da reacdo, a técdeaPCR pode ser realizada com o
envolvimento de dois pares gemersem duas reacc¢des consecutivas de PCR, passando
esta reacao a ser designada Nested-P@BRe modo, o segmento gendmico € amplificado
numa primeira reacao que ocorre de forma abrangeatgual sdo copiadas até mesmo
sequéncias fora deste. O produto desta reacdoségieda utilizado como molde para

amplificacdo da real sequéncia alvo.

1.5 - Aspetos clinicos da malaria

O quadro clinico da malaria tem inicioapés um pkride incubacdo que dependendo da
especie infetante, varia entre 6 a 40 dias, seras ourto nas infecbes causadas pelo
falciparun®” 59 A sua forma de apresentacéo e a evolucéo varaatordo com fatores

ligados ao parasita e ao hospedeiro, assim comdatones sociais e geograficos.

A existéncia de imunidade efetiva, além de redwzimivel de parasitémia e as
manifestacdes clinicas, prolonga o periodo de egéb, de forma que individuos semi-
imunes podem manter parasitémias assintomaticasapresentar sintomas meses ou anos

apoés a infegde?: 57.59-63)

As manifestagdes clinicas resultam da rutura dgsizsntes eritrécitos e da libertacdo dos
parasitas na circulacdo. Na sua maioria associaanasi®acdo da cascata de citocinas e ao
desencadeamento de uma resposta inflamatéria oge atiferentes gra®®. De acordo
com o grau de comprometimento organico e da evolatidica, a doenca aguda pode-se

apresentar com ou sem complicaé®e®) como a seguir se descreve.
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1.5.1 - Malaria ndo Complicada

A malaria ndo complicada caracteriza-se por singoesinais inespecificos que surgem no
individuo infetado, e que se confundem com os deswsindromes sobretudo de natureza

viral.

Em geral, a principal manifestacdo é a febre gisalmente é irregular mas apos alguns
dias tende a tornar-se periddica, dependendo dg@turdos ciclos assexuais do parasita.
Esta pode ser precedida de sintomas prodrémicosnglieem mau estar geral, cefaleia,

dores articulares e musculares, dor abdominal eairmauseas e vomite's>>),

Algumas caracteristicas clinicas especificas refasn-se com a espécie Basmodium
envolvida. No caso d®. vivaxe doP. ovale 5 a 7 dias apos a infecdo desenvolvem-se
ciclos assexuais com paroxismos febris normalmesdpertinos compostos por 3 estadios
classicos que ocorrem a cada 3 dias (febre tehcAlicroscopia observam-se parasitas em
todas as fases de desenvolvimento desde trofozeitosinel até esquizontes maduros.
Raramente a densidade parasitaria excede os 2%ar@stocitos podem ser observados
apos a 4semana. Entre os paroxismos febris 0s pacientegesalmente assintomaticos e
mesmo se nao tratados podem melhorar espontaneandgdis um periodo latente de
semanas meses ou anos depois dainfecdo primarempodorrer recaidas devido a
reinvasdo dos eritrécitos por merozoitos produzidopartir de hipnozoitos hepéaticos

dormentes dando origem ao reaparecimento de sigfSina

Nas infecbes poP. falciparumos sintomas prodromicos surgem apds um periodo de
incubacdo que variaentre 6 a 14 dias. A febredlmmnte é diaria e irregular podendo
tornar-se periddica ao fim da primeira semana, graks a ocorrer a cada 3 dias (febre
tercal®. Entre outras manifestacdes gerais os pacientdenpapresentar hipotensio
ortostatica, taquicardia, ictericia e hepato-esplegali&®). A anemia e a trombocitopénia
sS40 comuns mas nem sempre se associam a gravidadieedc&” 9. Outros achados
laboratoriais incluem alteracfes leucocitarias, entm transitorio da ureia e creatinina
séricas, aumento das transaminases, desidrogedeseale bilirrubinas. O exame

microscopico revela tipicamente trofozoitos em .aAgbresenca de trofozoitos maduros e
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7z

esquizontes é rara podendo indicar mau prognosilsogametécitos podem aparecer a
partir da segunda semana e persistir por variagrsgsnapos a curd. Com diagnostico
precoce e tratamento adequado, o prognostico daimaldo complicada € favoravel, em
geral com melhoria dos sintomas nos primeiros 8%laEm alguns casos o quadro pode
progredir rapidamente para malaria grave partimdate em individuos ndao imunes.
Quando néo corretamente tratada e apesar da nzelth@si sintomas podem persistir no

sangue formas eritrociticas do parasita originaedoudescéncié&s).

A infecdo porP. malariaeorigina manifestagcdes mais insidiosas que surgeamaimente
apos periodos de incubacdo de 18 a 40 dias. Oxigaas febris sdo tipicamente
vespertinos com intervalos de 72 horas (febre guaft anemia € ligeira e a parasitémia
raramente superior a 1%. A microscopia s&o enadedratodas as formas de
desenvolvimento assexual do parasita. Se nao &ratadtaque agudo é auto-limitado mas
pode durar meses antes da remissdo espofffan&mbora oP. malariae ndo forme
hipnozoitos como ocorre com as espéoigdee vivax este pode permanecer assintomatico
no estadio eritrocito por décadas originando rezsaéncia8® > 1) A infecdo por esta
especie esta associada ao desenvolvimento de mi@drefrotica que pode progredir para

insuficiéncia renal dentro de poucos dfo'?.

O P. knowlesi causa infecbes com caracteristicas clinicas Hlastaemelhantes as
originadas pelas espéciéalciparum e vivax sendo de dificil distingdo. E comum a
hiperparasitémia e o desenvolvimento de complicdé8eA identificacdo desta espécie ao
exame microscopio é dificil devido a sua semelhaoga oP. malariaé’® podendo a sua
distincédo ser efetuada de forma mais precisa medtaonicas de PCHP¢limerase Chain
Reaction9),

1.5.2 - Maléaria grave ou complicada

A malaria grave ou complicada € uma doenca qu@resenta de diversas formas clinicas
e € atualmente reconhecida como um distarbio nsiflimico com caracteristicas
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semelhantes as da Sindrome de Resposta Inflama&i&tiémica $IRJ647475) A sua
evolucdo resulta da combinacdo de fatores espexifio parasita, relacionados com a
adesdo e sequestro na microcirculacdo e libertdedmoléculas bioactivas, associados a
resposta inflamatdria do hospedeiro devido a ag&ocidocina$?. Esta descrito que cerca
de 1% dos casos de malaria se tornam graves ecf@ieante fataig®). Nestes casos a
maioria das mortes ocorre nas primeiras 24 K6rd8 Em alguns casos devido ao atraso
na libertacdo dos mediadores inflamatorios, as festacdes da malaria podem-se tornar

graves mesmo apds a depuracio da parasitémisspissia terapéutica inicidl.

De acordo com a definicdo da OMS, para além dasfestecdes que ocorrem na malaria
ndo complicada, a malaria grave deve apresentampehos um dos criterios indicados na
Tabela 19. Contudo, na pratica clinica qualquer caso de naatfeve ser considerado
como potencialmente grave, sendo o tratamento peede vital importancia para uma
evolucéo favoravé? 8 Embora oP. falciparumseja responsavel pelo maior nimero de
casos graves e mortes por mal&tfd 82 nos Ultimos anos tém sido registadas infecGes

graves e mortes causadas feloivax83-8%eP. knowledio 39 86-88)

Tabela 1 - Critérios clinicos e laboratoriais defildores de malaria grave(WHO, 2010).

Critérios clinicos Critérios laboratoriais

+ Estado de consciéncia alterado ou coma néao desgertas Hipoglicémia (glucose sanguinea <2.2
« Prostracéo/fraqueza generalizada/impossibilidade dgg  mmol/l ou 40 mg/dl)

ficar de pé ou sentar-se sem ajuda « Acidose metabdlica (Bicarbonato

* Incapacidade de se alimentar plasmatico <15% mmol/l)

» Convulsdes generalizadas mdltiplas (mais de 2 @jgisq « Anemia normocitica (hemoglobina <5
em 24 horas) g/dl, hematdcrito <15%)

* Respiragdo acidodtica (respiracdo profunda e com « Hemoglobindria
dificuldade)

. . - . * Hiperparasitémia (>2%/1000Q0/em
Choque circulatério (presséo sistolica <70 mm Hg em areas de baixa intensidade de

adultos e <50 mm Hg em criancas) transmissao ou >5% ou 250000¢m
* Ictericia e evidéncia de disfuncdo de outros érgéas areas de intensidade de transmissio

* Hemoglobinuria estavel
* Sangramento anormal espontaneo * Hiperlactatémia (lactato>5mmol/l)
* Edema pulmonar (radiolégico) ¢ Disfuncéo renal (creatinina>26&nol/l)
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1.5.2.1 - Malaria cerebral

A malaria cerebral é considerada a forma mais gdevanaldria, responsavel por um
nimero elevado de mortes no mundo, sobretudo emnga$® 76 90 Segundo a OMS a
MC é definida como maléaria grave per falciparum com manifestacdes cerebrais, que
geralmente incluem um estado de coma (nivel decggmsa <11 na escala de coma de
Glasgow ou <3 na escala de coma de BlaritytelNos casos em que o coma sobrevém
apos convulsdo, a sua persisténcia por mais deildos apds o término é classificada
como MC. Devem ser excluidas outras causas de coma a hipoglicémia, meningite ou

outras encefalopatid$ 8°)

A patogénese da MC € complexa e sem explicacaolusivec. As causas provaveis
incluem hipoxia, producgéo local de lactato, e asdmetabdlica resultantes de obstrucéo
criada pela citoaderéncia e sequestro de célutagiBaeas na microcircula¢db 76 91-99¢

vasoespasmo associado a reducao local do Oxidioof¥fr

O acometimento cerebral manifesta-se por quadresvgo desde sonoléncia, confuséo,
desorientacdo, delirio e agitacdo até ao coma muofuEm alguns casos o coma surge
bruscamente sem sinais premonitdf$®. As convulsdes generalizadas ou focais s&o
comuns, particularmente nas criancas. Podem ocaiteragbes motoras, dos nervos
cranianos e sinais de irritagdo meningea. Na naatws casos, a recuperacdo da MC é
rapida com reversdo completa do quadro clffitoAlguns pacientes desenvolvem
sequelas neuroldgicas transitorias ou permanemtisrido deficits cognitivos, problemas
comportamentais e de linguagem, alteragées motoepdepsi&?. Mesmo com tratamento

adequado a taxa de mortalidade da malaria cerpbda atingir aproximadamente 26%
90)

1.5.2.2 - Sistema respiratorio

O compromisso respiratorio € uma complicacéo ingpmbet na malaria e mais frequente nos
adultos constituindo um indicador de mau progné$tic Este pode iniciar de forma subita
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em qualquer fase da doenca, inclusiveap6s depurdgdparasitémi® %) O edema
pulmonar é ndo-cardiogénico e embora a sua pategéréo esteja esclarecida supbe-se
que resulte de uma resposta inflamatéria, assodadiesdo endotelial e aumento da
permeabilidade capild?f °” %) Os casos mais graves manifestam-se pela sinddeme
desconforto respiratério agudac(ite respiratory distress syndrome ARDS), semelhante

a que ocorre em outros distirbios pulmonares pademd caso de hipoxemia grave,

necessitar de ventilagdo mecaffit&* °7)

1.5.2.3 - Sistema renal

Embora evidéncias bioquimicas de disfuncdo do msesteenal sejam frequentemente
observadas na malaria ndo complicada, a insuficiémenal aguda (IRA) € uma
complicacdo que surge nos casos mais graves. Hssecomum nos adultos podendo
estar presente a admissao ou ocorrer na fase wgeracat® 72 %0 197 Varios mecanismos
patogénicos tém sido propostos, entre elaeaose tubular aguda secundaria a isquemia
renal’® e a lesdo glomérulo-tubular imunomedi&®a'®®. A hemodlise macica é rara e
ocorre quase exclusivamente apés administracéaram€os com efeito antioxidante como
a primaquina e mais raramente o quifiit® Nos casos de IRA, as manifestaces resultam
de reducdo da taxa de filtracdo glomerular e doeatmndo nivel sérico dos produtos
nitrogenados. Nos casos mais graves pode ocoridosac metabdlica e alteracdes

hidroelectroliticas necessitando de didie

1.5.2.4 - Acidose metabdlica

A acidose metabdlica, tal como a insuficiéncia iresfwia, constitui um importante
determinante do prognéstico na maldfia® podendo estar subjacente a sindrome de
angustia respiratoff@% 1°1) Para além da reducdo do fluxo na microcirculacdaddea
adesdo dos eritrocitos infectados ao endotéliolazapiou ao aumento da rigidez das

células ndo infectadd®) o aumento do acido lactico pode resultar do inaseo
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suprimento de oxigénio aos tecidos devido a ar#flimu ainda da reducdo da sua
depuracdo hepatica e ret 195 A contribuicdo direta d®. falciparumpara o aumento

da concentracio de lactato através da gliciliserabi no parasita parece ser peqii&€ia

1.5.2.5 - Sistema hepatico

O comprometimento hepatico na malaria é mais fregueos adultos e a sua principal
manifestacdo é a icteri€id. A principal causa é a hemdlise intravascular qrigina

hiperbilirrubinémia predominantemente ndo conjugaas casos mais graves pode
ocorrer aumento significativo da bilirrubina corpui@, da fosfatase alcalina e das
transaminases, indicando disfuncdo hepatoceluar @lestase intra-hepatica. E frequente
0 aumento do figado particularmente em criancasludtas ndo imunes. Pode ocorrer
aumento do tempo de protrombina e do tempo pateiifomboplastina normalmente sem

repercussao clini€®).

1.5.2.6 - Anemia

Na maléria grave a anemia é definida como a prasee¢hemoglobinab g/dL, ou
hematdcrite15% 7% e constitui uma das principais manifestacGes sothoetm criancds).

As suas principais causas sdo 0 aumento da déstreipu reducdo da producdo de
eritrocitos 110 111) O grau de anemia pode ser influenciado por outmtmes como a
coexisténcia de infecGes e a presenca de defiarrizimaticas e/ou nutricion&& 59)

Em geral, as consequéncias da anemia dependentustubda rapidez de instalagdo e das
alterac6es hemodinamicas que origina, devendo armsgwseamento adequar-se a cada

situacdo clinica e epidemiol6gita
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1.5.2.7 - Hipoglicémia

A hipoglicémia (glucose no sangue <2.2 mmol/l o g/dl) é frequente na maléria
sobretudo em criangas. Quando presente a admiaséocia-se normalmente a doenca
grave. As causas incluem falha na gluconeogéngsétibe e aumento do consumo de
glicose pelos tecidé4®. Nos pacientes tratados com quinino pode ocoiipglicémia
hiperinsulinémia, visto ser este unoderoso estimulante da secrecdo de insulina pelo
pancread®, As manifestacGes da hipoglicémia podem-se coifuowin as da maléaria,
pelo que a sua monitorizacdo € importante, de foamavitar o coma, as sequelas

neuroldgicas ou a mofte.

1.4.2.8 - Hipotensao e choque

O choque ou colapso circulatério, definido pela Obtfho presséo arterial sistdlica <70
mm Hg em adultos e <560 mm Hg em criancas € uma leagao que pode ocorrer na
malaria mesmo ap6s depuracdo da parasiténifd 114 A hipotensdo pode desenvolver-se
de modo subito podendo estar associada a edemarmrinacidose metabdlica, sepsis e/ou
hemorragia massiva secundaria a rutura esplénicaloodrato gastrointestif&l. Na
maioria dos pacientes o choque é hiperdinamic@oer® devido a reducdo da resisténcia
vascular periférica associada a resposta inflamaatér funcdo cardiaca é preservada,
apesar do intenso sequestro de eritrocitos padlasitaa microcirculacdo miocardi#alt>
116) A hipotens&o postural pode ser secundéria ardigfudo sistema nervoso auténomo.
Condicoes que favorecem a bacteriémia como o usatdéeres ou o coma prolongado séo

invocadas como predisponerit®s
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1.6 - Terapia da malaria

1.6.1 - Principais grupos de antimalaricos disponais para tratamento da malaria

Durante séculos, extratos de plantas foram utitigguhra tratamento das febres causadas
pela malaria destacando-seChinchonae a Artemisia annuaA casca daChinchona
(Chinchona spy foi introduzida na Europa no século VIl pelosul&a$t'”). Seu principal
alcal6ide conhecido por quinino (QN) foi isoladolgpgrimeira vez em 1820 pelos
quimicos Pierre Joseph Pelletier e Jean Bienainver@a!'8). A partir da sua estrutura
foram desenvolvidos varios analogos (quinolinash@a cloroquina (CQ) a mefloquina e

a amodiaquina (ALY,

Este grupo de antimalaricos teve um papel prepanteemo tratamento e profilaxia da
malaria, até a descoberta da artemisinina e dersvad década de 70 do século XX por
investigadores chineses (119). Actualmente exisligarsos antimaléricos disponiveis para

o tratamento das infe¢des p@lasmodium spp.

Em funcéo da fase do ciclo de vida do parasitasaleal exercem a sua acao, estes sao
classificados como: a) esquizonticidas sanguinedsaify na fase intraeritrocitaria
impedindo o desenvolvimento dos parasitas a fasesdgizonte); b) esquizonticidas
teciduais (previnem o desenvolvimento de esquizoritepéaticos); c) hipnozoiticidas
(atuam sobre os hipnozoitos hepéticos nas espéciasaxe P. ovalg e d) gametocidas

(destroem as formas sexuais intra-eritrocitieasds® 122)(Tabela 2).

1.6.2 - Resisténcia aos Antimalaricos

1.6.2.1 - Mecanismos de acgéo e de resisténcia agsts aos antimalaricos.

A eficacia dos agentes usados para o tratamentalaEscas infecciosas deriva da sua
capacidade em atuar especificamente sobre os poxesetabdlicos que ocorrem no
agente infecioso sem interferéncia significativenam hospedeiro. No caso da malaria por
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P. falciparum a fase sintomatica da infecdo € intra-eritro@itéros processos metabolicos
gue ocorrem nesta fase constituem o principal edvapéutico dos antimalaricos. A seguir
descrevem-se alguns dos antimalaricos utilizadoa patratamento da malaria, com
especial destaque para os derivados da artemisgnrzaia os farmacos a estes associados

nas combinacgdes terapéuticas (ACT) que constituprmoipal objeto deste estudo.

Tabela 2 - Antimalaricos disponiveis para o tratameto e/ou profilaxia da malaria,

classificados de acordo com a fase do ciclo do paita sobre a qual actuam.

Grupo Exemplos Classificacao

Antimalaricos naturais | Quinino
e semi-sintéticos Artemisinina e derivados

Amodiaquina, Cloroquina, Piperaquina
Mefloquina, Lumefantrina, Halofantrina| Esquizonticidas sanguineo$

Sulfadoxina
. . Pirimetamina, Proguanil
Anulm_alancos Atovaquona
sintéticos
Esquizonticidas sanguineos$
. . . Esquizonticidas hepéticos
Primaquina, Tafenoquina _q o P
Hipnozoiticidas
Gametdcitocidas
Antibioticos Tetraciclinas, Doxiciclina, Esquizonticidas sanguineo$

Clindamicina, Azitromicina

1.6.2.1.1 - Antimalaricos do grupo das quinoleinas

As quinoleinas constituem um grupo de antimalargaya acdo selectiva sobre os estadios
intraeritrocitarios do parasita (trofozoitos madum esquizontes) durante os quais se
produz a hemozoifid?1?4) Deste grupo fazem parte a cloroquina (CQ), a &madha
(AQ) e a mefloquina (MQ), usadas no tratamento @ana ndo complicada (as duas
dltimas como parte das combinagdes ACT) e o qujniisado no tratamento da malaria

grave.
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1.6.2.1.1.1 - Cloroquina

A cloroquina é uma 4-aminoquinolina amplamenteizatiia desde os anos 40 para
tratamento da malaria. Estudos efectuados naseditey fases do ciclo de vida intra-
eritrocitario doP. falciparumapontam o vacuolo digestivo do parasita, comaideszal de
acdd'?®). A CQ actua por acumulacdo no vacuolo digestindecatinge concentracées 50 a
100 vezes superiores as do pladffia®) interferindo com a destoxificacdo do grupo heme

e a polimerizacdo da hemozdif&.

A principal causa deresisténcia &o falciparuma CQ (tal como ocorre com 0S outros
farmacos que interferem com o metabolismo da hevbowl) parece ser a reducdo da sua
concentracdo no vacudlo digesti®, originada pelo aumento do efli& 131) de forma
gue esta nédo atinje niveis suficientemente altgsazes de inibir a polimerizacdo do heme

nos parasitas resisterifgs 132)

Mutacdes em dois gengscrt (P. falciparum chloroquine resistantensporter) @fmdr 1
(P. falciparum multidrug-resistancdl), codificantes de duas proteinas presentes na
membrana do vacuolo digestivo do parésital®) e envolvidas na regulacédo do transporte

dos antimalaricos tém sido implicadas na resistéédoP. falciparuma CQ.

O genepfert localiza-se no cromossoma 7 e codifica a protearsmembranar PFCRIFO),

Este gene foi identificado como alvo primério dsis&ncia a CQ apds cruzamento
genético entre um clone sensivel (HB3) e um rewist¢Dd2§'33). Dentre as varias
mutacdes pontuais detectadas no gégod em parasitas de campo, a substituicdo da lisina
(K) pela treonina (T) na posicdo 76 é tida comoriogpal marcador de resisténcia a
cloroquind'3> 136) e tem sido encontradade forma consistente emiarassistentes de
diversas regides na Africa, Sudeste Asiatico e Asaélo Sul37149) Existem evidéncias

de que mutacdes no gempdcrt determinam ndo sO resisténcia a CQ mas também
influenciam a suscetibilidade a outros antimal&idastudos relatam a associacao entre
mutacdes neste gene e a resposta ad'®Of? assim como a amodiaquina, halofantrina e,

possivelmente a mefloquiiz-15%)
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O genepfmdrllocaliza-se no cromossoma 5 e codifica uma glicigima transmembrana
no vaclolo digestivo do parasita, conhecida por-Pgiu PfMDR!%®), Esta proteina
pertence a familia dos transportadores ABC, e pa@ssapacidade de expelir atravéz da
membrana diferentes agentes quimioterapieds incluindo os antimalaricé$®. O
mecanismo que envolve o gepikendrl baseia-se na observacao de que o verapamil pode
reverter a resisténcia a CQ ao impedir o seu efatkavéz da membrana vacu&i@r 157

158) Com base na aparente similaridade fenotipic& entesisténcia a mdltiplas drogas em
células cancerigenas (que ocorre frequentementdoda\elevada expressao da Pghl) e a
resisténcia a CQ erR. falciparum foi sugerido que a Pgh-1 pudesse ser a principal
molécula candidata a conferir resisténcia &€9Q%% Contudo evidéncias mais recentes
sugerem que a contribuicdo dos polimorfisnfendrl para a resisténcia a CQ é
dependente das caracteristicas genéticas da gsigsitarie3+ 155

Os polimorfismos identificados no gepéndrl foram agrupados em dois genoétipos: tipo
K1, resultante da substituicdo do aminoacido aspzaddji) pela tirosina (T) na posicao 86
(N86Y); e tipo7G8 que inclui os alelos Y184F, S1034C, N1042D e [BNAKO 162)
Embora a base genética da resisténcia a CQ nd@a estaepletamente esclarecida, a
mutacao N86T (tipo K1) tem sido associada a rexisén vitro em isolados provenientes
de varias regides da Asia e Aff#416% Contrariamente, estirpes resistentes a cloroquina
provenientes da América do Sul foram caracterizpdés presenca do triplo mutante 1034,
1042 e 1246 do genE¥mdrl (tipo 7G8Y60),

Para além da CQ, os polimorfismgémdrl podem alterar a sensibilidade a outros

antimalaricos, como o quinino, amodiaquina, halsfaa, mefloquina e artemisinifté-
168)

1.6.2.1.1.2 - Amodiaquina

A amodiaquina (AQ) é uma 4-aminoquinoleina, comuésta quimica e mecanismo de

acdo semelhantes a €. Estudos indicam que tal como para a CQ a resistén
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amodiaquina se relaciona com a presenca de mutag@egenegpfcrt e pfmdit70-173)
Durante muitos anos a AQ foi utilizada em monoterapomo alternativa a CQ
permanecendo eficaz em algumas zonas endéfteas?) O seu uso clinico em
monoterapia foi restrito pela OMS na década de 188@Gido a hepatotoxicidade e
agranulocitose, efeitos que também contraindicaumautilizagdo como profilactiéd®. O
conhecimento dos marcadores moleculares de resstanAQ € de extrema relevancia,
uma vez gque actualmente esta é indicada para gatanda malaria ndo complicada em

combinac&do com o artesun@t.

1.6.2.1.1.3 - Quinino

O quinino (QN) é um composto alcalbéide (quinolinteme/arilaminoalcool), com acao
esquizonticida. Tal como as restantes quinoleintesfere com o processo de digestdo da
hemoglobina por parte do paraSita 178 Este é indicado sobretudo para tratamento dos
casos de malaria grave ou de resisténcia a m@tfplonacos e constitui terapia de escolha
na gravidez, sobretudo no primeiro trimedtfe A sua absorcdo é rapida por via oral e
parenteral atingindo o pico de concentracdo plasendéentro de 1-3 horas. Possui baixo
indice terapéutico e fraca tolerabilidade derivdds efeitos adversos que ocorrem mesmo

em doses terapéutichd.

Apesar do longo tempo de utilizacdo, o QN contiefieaz contra todas as espécies de
Plasmodiurfi’®, A reducdo da suscetibilidade Bofalciparumao QNin vivo associa-se a
presenca de mutacdes no gefradri34 180-182gy 3 alteracdo do seu nimero de cépias e

niveis de expresséé?185)

Outros genes como fcrt50: 151) pfmrp (codificante daMultidrug Resistance-associated
ProteinPfMRP)'®) e pfnhe-1 ou transportador Na+/H¥") estdo potencialmente
envolvidos na resposta ao QMNvitro. Areducéo da sensibilidade &0 falciparumao QN

foi relatada pela primeira vezem 19$8) e actualmente tem sido documentada na&%ia

e na Américado Suf'®). Em Africa esta parece relativamente incomum estexi
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resultados conflituosos, uns defendendo a existéeidiferentes graus de resistéftia

193) @ outros a sua auséri¢té 195)

1.6.2.1.2 - Arilaminoalcodis ou quinolinometandis
1.6.2.1.2.1 - Lumefantrina

A Lumefantrina (antes denominada benflumetol) pesea classe dos arilaminoalcodis ou
quinolinometanais e foi sintetizada na China naadéale 1970. O seu mecanismo de acao
é similar aos antimalaricos do mesmo grupo comaiinirep, mefloquina e halofantrina,
possivelmente atravéz da inibicdo da polimerizaddiagyrupo henié®”). Trata-se de uma
substancia lipofilica cuja absorcdo aumenta apoOsefescbes atingindo concentracdes
plasmaticas maximas 6-8 horas apds administragioAisua meia-vida de eliminacdo é
de 3 a 6 dias; possui baixa toxicidade e € bematde®: 197) Actualmente a lumefantrina

é utilizada no tratamento da malaria ndo compliqad# . falciparumem combinag&o com

0 artemeéter.

A presenca do alelpfmdrl N86 de forma isolada ou com os alelos 184F (N8671&4
D1246 (N86/D1246) tem sido associada a toleranciaivo a lumefantrin@d®: 199 A
presenca deste polimorfismo ja antes havia sidocasta a reducdo da sensibilidade a

lumefantrinan vitro em clones d@lasmodium falciparufH®),

1.6.2.1.3 - Artemisinina e derivados

A Artemisia annua Ltambém conhecida por ginghao € uma planta cujoates foram
utilizados ha mais de 2000 anos na medicina traaktichinesa para tratamento de febres
possivelmente causadas pela malaria. A substanoia actividade antiparasitaria,
“ginghaosu”, foi isolada em 1972 e é actualmentehegida por artemisiniffd®). A partir

da artemisinina foram desenvolvidos derivados semtéticos, hidrossollveis (artesunato e
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acido artelinico) e lipossollveis (arteméter eéag?°l 202) Estes actuam apds conversao
em dihidroartemisinina (DHA), um principio activom potente acdoantimalarica e meia
vida inferior a 1 hor@®®. O grau de conversdo dos derivados artemisinirpena DHA é
variavel. O artesunato por exemplo, possui meia extremamente curta(<10 minutos) e é
rapidamente hidrolizado para DHA enquanto o artberéé o artehéter sdo convertidos
mais lentament&4. Além destes, outros derivados semi-sintéticos28egeracdo e
analogos peroxidicos sintéticos tém sido testadsperando-se que as suas diferencas
estruturais possam no futuro ultrapassar eventpi@iblemas de resistén@&42%) Os
derivados da artemisinina actuam contra todas pécies ddPlasmodiumque afectam o
homem. Embora sejam particularmente esquizonticfzssuem também actividade contra
0s gametocitdd®: 2007) contribuindo para reducgdo da transmi§8&8oAs suas propriedades
incluem rapido inicio de acéo, propiciando inibig&tecoce do metabolismo parasitario,
meia-vida curta e excelente perfil de segur@ht®”) Nao possuem efeitos sobre as fases
hepaticas do parasié).

O mecanismo de acao da artemisinina e derivadosgpeice por esclarecer e a reducéo da
susceptibilidade do parasita as artemisininas pegosaem debdfd®. Varios modelos
propostos e ndo mutuamente exclusivos atribuernéa agtiparasitaria da artemisinina a
existéncia de uma ponte peroxidona sua estfetbifé?) De forma resumida sugere-se que
a artemisinina, uma vez ativada através da clivagesta ponte possa agir sobre o parasita
por meio de um dos mecanismos a seguir descritpsinterferéncia na via de
destoxificacdo do grupo heme 2) inducédo da alcidlage protein&E®); 3) inibicdo da

bomba SERCARTATP6?') ou 4) interferéncia na funcdo mitocondrial do paei!s 218
219)

Entre os genes possivelmente envolvidos na respostACTs destaca-sepfmdri198. 199,
218) Qutros genes cuja associacdo a resisténcia aivadis da ART tem sido alvo de
varias pesquisas incluem pfatp6229, o pfmdr6?2) o pfmrpl®) e o genepfubp-1
codificante da enzima de desubiquitinacdo UBPY10 papel das alteragdes provocadas

pelos polimorfismos nestes genes é ainda controvers
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BN

Em relacdo ao genepfmdrl das mutagbes pontuais associadas a reducdo da
susceptibilidade aos ACTs destacam-se os apgtodrIN86Y, Y184F, S1034C, D1042N
e D1246Y que podem ocorrer de forma isolada ou efaredtes combinagbes

(haplotipost3+: 166, 168)

Adicionalmente, alguns autores associaram o aumeéatmimero de coépias do gene
pfmdrla reducdo da sensibilidade as artemisininas smlreto sudeste Asiatid&> 222)

Em paises africanos a amplificacdo deste genegastzaara como demonstram resultados
de estudos no Ugand#), Kenyd?2®), Tanzania e Zanziba$.

Alguns estudos revelam grande diversidade do géaip6 sugerindo que a ocorréncia
natural de mutacfes possa constituir o inicio dacg@o de parasitas resistentes as

artemisinina@26. 227)

A relacdo entre a reducéo da sensibilidad® dfalciparumao arteméter, evidenciada por
aumento significativo da Kg foi associada a presenca da mutagdo S769N neste @@
amostras de pacientes com malaria ndo complicamemientes da Guiana Frandé®a
Além desta, outras trés mutacdes foram associadahigdo da sensibilidade aos derivados
da artemisinina nomeadamente a L2832 E431K e A623820:230)

Atravéz da sequenciacdo do gepfatp6 em isolados dé. falciparum provenientes de
outros locais da Asia, Africa e Améritid 223230, 23D foram identificadas varias mutacoes
adicionais, confirmando a sua diversidade. Enttetanassociacdo entre os polimorfismos

neste gene e a resisténcia AT snao foi definitivamente comprovada.

Mais recentemente, a sequenciacdo do genoma delinih@a de parasitas resistentes
provenientes de Africa e de isolados do Cambodjeallonde o fenotipo resistente a
artemisinina foi inicialmente reportado, um grupe thvestigadores demonstrou a
associacao entre a presenca de mutacfes npffebee a resisténcia vitro e in vivo a
artemisinin&3?. Polimorfismos neste gene s&do actualmente comsidsr importantes
determinantes de resisténcia a artemisinina test® ®do proposto como um marcador

molecular util para vigilancia em larga escala.
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1.6.2.2 - Fatores relacionados com o aparecimente cesisténcia aos antimalaricos

A resisténcia parasitaria € um fendmeno complerdfinido como “capacidade de uma
populacdo de parasitas em sobreviver e/ou mubiplEem presenca de um farmaco,
administrado em doses iguais ou acima das habiiémrecomendadas dentro da
tolerancia do individuo”. Resisténcia nao signiffecessariamente o mesmo que "faléncia
terapéutica”. Enquanto a resisténcia pode levaal@ndia terapéutica, nem todas as
faléncias sdo causadas por resisténcia, uma veesgae podem resultar de outros fatores
como dosagem incorreta, problemas de adesdo aam#&mato, ma qualidade dos
medicamentos, interagbes com outros farmacos, @lsomadequada ou erros de
diagndstico. Para que se considere resisténciac&ssario que o farmaco em causa atinja
concentracdes adequadas nos locais de G&¢Ho Alguns fatores associados ao
desenvolmento de resisténcia incluem as cara@tedstio vector, fatores ambientais, e

ainda os fatores relacionados com o hospedeironeogoarasita.
1.6.2.2.1 - Caracteristicas do vetor e fatores angritais

A proliferacdo de parasitas resistentes é infllat®ipelas caracteristicas do vector e do
ambiente, pelo que estas devem ser analisadas ejuntm Por exemplo, existem na
natureza mais 400 espécies de mosquitos do géneph@es mas os parasitas resistentes
reproduzem-se com maior facilidade em certas espéde mosquitos em relacdo a
outra$3?). Adicionalmente, a sobrevivéncia do vector e aisteragdo com o hospedeiro

humano dependem sobretudo da existéncia de cosdigilgientais propici&d®.
1.6.2.2.2 - Fatores relacionados com o hospedeirorhano

A presenca da malaria no mundo exerceu uma fodssf@o selectiva sobre 0 genoma
humano e em algumas regides desenvolveram-se temriamleculares descritas como
protetora&3> 236, 237) Muitos dos genes sujeitos a estas alteracdesngesdam funcdes
importantes na estrutura e metabolismo do eribéddestas, as melhor estudadas e
amplamente aceites incluem os alelos da anemidofahe (hemoglobina $P®dasa e p

talassémid®®® 340 341 da deficiéncia de glicose-6-fosfato (G613)43)
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Alguns autores relatam aumento significativo d@iddide dos eosindfilos em pacientes
com maléria cerebrdt®. A proteina catiénica do eosinéfilo (ECP), codifia pelo gene
RNAse3} possui atividade citotoxica capaz de matar paddps e outros microorganismos
in vitro249-255) Esta proteina tem sido associada a patogeniaatkriad>’-26) Sugere-se
que o polimorfismo de nucleétido Unico G371C no egedNAse3 que resulta na
substituicdo da arginina (R) por treonina (T), supra citotoxicidade da ECP podendo

aumentar a suscetibilidade para a malaria grave.

7

A imunidade € um fator interveniente na malariarexedo um papel importante na
eliminagcdo da parasitémia residual apés o trataménteducdo da eficiéncia do sistema
imune, em presenca de concentracdes residuaistideakimicos predispde a multiplicagéo

de parasitas residuais e ao desenvolvimento dentesteesistenté&s?),

Um outro fator que predispbe ao desenvolvimentorel@sténcia é a alteracdo da
metabolizacdo dos farmacos resultante de mudaneasactividade enzimatica do
hospedeiro. Para além da existéncia de polimorBsmenéticos no hospedeiro, esta
alteracdo pode ocorrer devido a presenca de optoaessos metabdlicos, infeciosos, ou
em situacdes de deficiéncia de micronutriefités

1.6.2.2.3 - Fatores relacionados com os farmacosiamlaricos

Entre os fatores relacionados com a utilizacdo ffwmacos, e que influenciam o
desenvolvimento de parasitas resistentes destagaand®sagem, a qualidade, a capacidade

de resisténcia cruzada e as caracteristicas faonaticas.

A dosagem é um dos fatores mais importantes pdeac8® de parasitas resistentes. A
exposicao indiscriminada aos antimalaricos em aunagdes subterapéuticas resulta na

adaptacdo do parasita, permitindo que populacdegantes possam prolifeaP).

A qualidadedos farmacos relaciona-se principalmeonta a concentracao efetiva do seu
principio activo. Fatores como o inadequado mameato e armazenamento, pelo facto
de afectarem a sua concentracéo efectiva podemefaaroo desenvolvimento de mutantes
resistentedso. 261)
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A resisténcia cruzada € também um fendémeno imgert&tguns farmacos antimalaricos
possuem uma relacdo quimica estreita entre si ddongoe o desenvolvimento de

resisténcia a uns pode originar resisténcia crueadeelacéo a outros.

As caracteristicas farmacocinéticas dos antimagritcambém interferem com o
desenvolvimento de resisténcias. Por exemplo, @maom caracteristicas lipifilicas
(lumefantrina, halofantrina, atovaquona e mefloghinou com meia vida longa
(sulfadoxina, pirimetamina) muitas vezes atingem nceotracbes plasmaticas
subterapéuticas, que sao suficientes para elinjpaaasitas susceptiveis mas ndo 0s
resistentes facilitando a sua multiplicagcdo. Estedfneno é agravado em é&reas de
transmissdo intensa onde novas infe¢cbes sdo aagraiontinuamente na presenca de

antimalaricos em concentracgdes residgfsig2)
1.6.2.2.4 - Fatores relacionados com o parasita

Com a propagacao da malaria no mundo, o uso cantias antimalaricos produziu sobre
o P. falciparum uma pressao selectiva que levou a seleccdo e gacia de parasitas
resistented®®). Os mecanismos genéticos pelos quais os parasitdsrnam resistentes
relacionam-se com o desenvolvimento de polimorfsmem determinados genes
codificadores de proteinas enzimaticas que funamoamo alvos dos farmacos, ou como
bombas de transporte transmembranares. Estes svecborem de forma expontanea,
independentemente do efeito especifico dos farfi&®o¥4 causando respetivamente
reducdo da sensibilidade do parasita aos mesmpar(gfolatos e atovaquona) ou alteracao
da sua concentragdo nos locais onde actuam (exoqoina e mefloquin&f4. Os
polimorfismos genéticos, também designados mareadonoleculares de resisténcia,

conferem aos parasitas resistentes uma vantagetatida em relacdo aos sensi\R
1.6.2.3 - Monitoriza¢do da resisténcia aos antimaiéos

Véarios métodos podem ser utilizados para a momégéo da resisténcia, entre 0os quais se

destacam os métodas\Vivq in vitro e os métodos moleculares a seguir des&itts)
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1.6.2.3.1 - Método$n vivo

Os meétodosn vivo avaliam a resposta d@lasmodiumaos farmacos antimalaricos no
paciente infectado e embora ndo sejam suficierdes @onfirmar a resisténcia devido a
limitagcbes humanas, parasitarias e ambientaiseé@m uma informacéo basica para se
determinar a sua eficacia. Os procedimentos deaondisponiveis incluem os testes de
eficacia terapéutica (ensaias vivo). Estes ensaios envolvem a avaliacdo repetida dos
resultados clinicos e parasitologicos do tratameotoum periodo fixo durante o qual é
feito um acompanhamento dos pacientes com o fiseddetetar eventual reaparecimento
desinais e sintomas de maléaria clinica e/ou despasano sangue, 0 que indicaria uma

reducéo da sensibilidadedo parasita ao farmacongstraidd).
1.6.2.3.2 - Métodosn vitro

Os testesin vitro sdo normalmente realizados em amostras de sanguespedeiro
submetidas a um ambiente experimental controlads. p@rasitas sdo expostos a
concentracdes conhecidas de antimalaricos e a onaaigdo da susceptibilidade é feita

atravéz de medicdo da resposta a inibicdo da ngdimdos esquizontes.

Estes métodos reflectem exclusivamente a resist@uacfarmaco, dado que nao interferem
com os fatores do hospedeiro. A fim de determigarniveis individuais de susceptibilidade
do farmaco a testar, os resultados dos tastestro devem ser interpretados de forma
integrada com os testes farmacoldgicos e com odtades clinicosn vivo (hormalmente

influenciados pela imunidade). Estes testes sdcetmp indicados para monitorizagédo
epidemiologica e podem ser utilizados para validagéds marcadores moleculares de

resisténci&®).
1.6.2.3.3 - Marcadores moleculares de resisténcia

A resisténcia aos antimalaricos constitui o maibstaculo para o controlo e eventual
eliminacdo da maléria. A vigilancia de rotina dosrcadores moleculares de resisténcia é

uma forma eficiente de avaliar a sua eficatedricamente esta é a forma mais precoce de
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detecdo de resisténcias emergentes e em complec@ntos resultados de outros testes
(in vivo ein vitro) constitui um excelente suporte para a tomadaedisdes sobre politicas

terapéuticas eficazes para o controlo da ddéengalss. 266, 267)

A Tabela 3 mostra os marcadores moleculares aslescia quimioresisténcia efm.
falciparum. Salientando a sua importancia, estudos relacionados a presenca da
mutacdo K76T no genefcrt permitiram no passado documentar a disseminacdo da

resisténcia a CQ tendo-se destacado a necessidadedicamentos alternativd®:136. 143)

Pesquisas relacionadas com os polimorfismos nossgétir e dhps foram igualmente
vitais para a monitorizacéo da resisténcia a SR eamjunto com as investigacdes clinicas,

confirmaram a diminuic&o rapida e disseminada dac§igaci&s8: 269)

O genepfmdrl tem sido relacionado com a resisténcia a variosnaléricos, como a
cloroquina, amodiaquina, mefloquina, artemisinindegivados, podendo modular a sua
susceptibilidade por dois mecanismos: amplificagditica 8> 223 2Pe/ou mutacdes na sua

sequénci@?® 167.271)

Tabela 3 - Marcadores moleculares associados a quo¥resisténcia emP. falciparum.

2 Associacao com resisténcia
Farmaco Marcador molecular ¢
) pfert T76 in vivo bastante elevada
Cloroquina _ _
pfmdrlY86, F184, C1034, D1042, Y1246 in vivo ocasional
Sulfadoxina- Pirimetaminapfdhfr 108, 51, 59, 164 L
L . - in vivo bastante elevada
pirimetamina Sulfadoxinapfdhps436, 437, 540, 581, 623
ini fcrt T76
Quinino P reducgéo da susceptibilidagevitro
pfmdrlY86, F184, C1034, D1042, Y1246
pfcrt C350R reducdo da susceptibilidagevitro
pfmdriN86, 184F, C1034, D1042, D1246 reducdo da susceptibilidade in vitro
Artemisininas ein vivo
pfatp6S769N reducgdo da susceptibilidagevivo
pfK13C580Y, R539T and Y493H reducdo da susceptibilidagevitro
ein vivo
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No caso especifico da artemisinina e derivadosaa®do com estudos genéticos, em
populacbes naturais d€. falciparum parece existir uma forte associacdo entre a
amplificacdo do gen@fmdrl, a sua forma selvagem e a resisténcia aos desvddo

artemisinin&®?.

Ensaiosin vitro revelaram uma correlacdo entre a diminuicdo daesibdade aos

derivados da artemisinina e o aumento do nimeodpias do genpfmdr1168),

Num outro ensaio foi demonstrado que a reducaolteero de cépias (de 2 para 1) do
gene pfmdrl na estirpe resistente FCB resultou num aumento udaeptibilidade a
artemisininain vitro, reforcando a ideia que o numero de cépias deste gossui

capacidade de modular este fendfifi

Adicionalmente, mutacfes pontuais no gefradrltém sido associadas a mudancas de
susceptibilidade dos parasitas da malaria a arireimag®® 167. 168) A presenca de mutacdes
no genepfatp6 foi associada a reducdo da susceptibilidade avgades da artemisinina,

tendo este sido proposto como seu principal @b

Em relacdo ao gergfK13, apds a recente publicacdo relativa a presenca th;tas em
associacdo com a resisténiiavitro e in vivo a artemisinin@3?, espera-se que este gene
possa ser Util para monitorizacdo dos ACTs cujaig&d da eficacia, na auséncia de

terapias alternativas pode tornar-se uma ameaaaopamtrole da malafid.

1.6.3 - Combinacdes terapéuticas baseadas nos dadas da artemisinina

Com a expanséo da resisténciaPddalciparuma cloroquina, a sulfadoxina-pirimetamina e
a mefloquina (esta ultima nas areas de multi-@sish estabelecida), e com o objectivo de
a conter, a actual recomendacdo para o tratamentmalaria ndo complicada pér.

falciparumpassou a ser a terapia combinada com os derigadagemisinina ou ACT<$?
219, 2732
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Assim, desde 2001 a OMS recomenda o0 uso de ter@masinadas a base de artemisininas
como primeira linha para o tratamento da malaria odmplicadapelo P. falciparum

(WHO; http://www.who.int/malaria/areas/treatmentjeriZsta terapia consiste no uso de
dois ou mais farmacos esquizonticidas sanguineos diferentes modos de acédo e que

actuam em diferentes alvos parasitafiés

Para além de ser considerada mais efetiva, estdag®m € mais segura uma vez que na
eventualidade do surgimento de parasitas resistenten dos componentes no decorrer da
infecéo, estes poderao ser eliminados pelo segummponent&!® 273) Adicionalmente, as

artemisininas possuem um efeito gametocitocida itapte para reducdo da transmisséo

dos parasitd®° 274 275incluindo eventuais resistentes.

1.6.4 - Conceito de faléncia terapéutica e resistéia aplicado a resposta aos ACTs

Embora as terapias combinadas com os derivadostémisinina continuem efetivas,
sinais de reducao da suscetibilidade a estes fasracvitro ein vivo) foram evidenciados
pela primeira vez no sudeste Asiatico, na regidivatdeira entre a Tailandia e o0 Cambodija
conhecida como o epicentro histérico do inicio ésisténcia aos antimalarié®o 276-280)
Especialistas concordam que a capacidade parar @an&iminar os parasitas resistentes e
limitada e as areas com transmissdo elevada e @ra ltobertura em termos de
intervencdo contra a malaria sdo particularmenténevaveis. Se a resisténcia a
artemisinina afectar tais regides, a elevada tressm continua pode levar a rapida
propagacao de parasitas resistentes e a eventdal ¢gh@s ACTs como tratamento eficaz. A
urgéncia em conter esta disseminacdo é agravadafpeib de ndo existirem outros
antimalaricos com os mesmos niveis de eficacidéeeatulidade que os ACTs e alternativas

promissoras ndo estarem disponiveis a curto prazo.

De acordo com a OM® um aumento significativo do tempo de depuracéo alagita
deve ser considerado sinal de alerta precoce, deveerecer resposta semelhante a que €
dada a resisténcia confirmada. Considera-se sagpeitesisténcia, o aumento do tempo de

eliminacdo dos parasitas, evidenciado por um nungera ou superior a 10% dos casos
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com parasitas detectaveis ao dia 3 apos inicioaanento com ACTs e como resisténcia
confirmada, a falha terapéutica apdés monoterapiaage de artemisinina oral (com
adequada concentracdo sanguinea do antimalariea@eneiada por persisténcia de
parasitas ao 7° dia, ou pela sua presenca ao 8°rd@udescéncia dentro de 28 a 42 dias.
Os ACTs devem ser tratados como uma classe e apgamponentes devem ser
protegidos, uma vez que a resisténcia a um detesda que o farmaco acompanhante
actue em monoterapia, aumentando a probabilidadeesisténcia também a este e

comprometendo os ACTs como um t&a8as%)

1.6.5 - Tratamento da malaria ndo complicada

O tratamento da malaria ndo complicada tem comucipal objectivo, a melhoria dos

sintomas e a eliminacéo rapida e complet®kdsmodiundo sangue do paciente, a fim de
impedir a progressdo para formas de doenca gravamerte. Na perspectiva de salde
publica, o mesmo destina-se a reduzir a transmidadafecao, diminuir os reservatorios

da doenca e prevenir a selecao e disseminacasidneia aos antimalaricos.

Na Tabela 4 descrevem-se 0s principais esquem@getdrcos recomendados pela OMS
para o tratamento da maléria em diferentes sitisagdpecificas. A escolha do tratamento
deve basear-se sobretudo nos niveis de resis@od@maco usado em combina¢cdo com
os derivados da artemisinina em cada regiao e skrvefetuada com base no peso corporal
de cada paciente. Em Mocambique, o protocolo tete@éque inclui as combinagdes com

os derivados da artemisinina para o tratamento aaria ndo complicada comecou a ser

implementado a partir de 2004.

Devido aos elevados indices de resisténcia a cap@asulfadoxina-pirimetamina ($%9%

283) esta deixou de ser recomendada, tendo sidod&tita protocolo terapéutico nacional.
Em relagdo a mefloquina (MQ) e a piperaquina (R@)ara sejam por vezes utilizadas em
casos independentes, estas nunca fizeram parteratogolos terapéuticos nacionais para

tratamento da malaria.
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Tabela 4 - Protocolos de tratamento da malaria ndcomplicada recomendados pela

OMS
Adultos Observacoes
- Artemether+Lumefantrina
. - Artesunato+Amodiaquina
1%linha :
. - Artesunato+Mefloquina
(3 dias) - Dihydroartemisinina+Piperaquina (DHA+PQ) Em algumas areas a associagad
- Artesunato+Sulfadoxina-pirimetamina (SP) com AQ ou com SP ainda €
Em caso de persisténcia da parastémia (até acad4e d| efectiva
- ACT alternativo efectivo na regido
2linha - Artesunato+Tetraciclina, Doxiciclina ou Clindamiain
(7 dias) * Quinino+Tetraciclina, Doxiciclina ou Clindamicina
Persisténcia da parasitémia (apos o 14° dia) N&o repetir a MQ antes de 60 digs
- Tratamento idéntico ao d&linha
Criangas

- Idéntico ao recomendado para os adultos
(doses de acordm © peso da crianga)

Evitar combinagbes com SP ¢
Tetraciclina

Mulheres durante a gravidez e a lactagdo

12 linha
+ Quinino+Clindamicina

Recomendacéo para ACTS:

- Na auséncia dos outros
farmacos;

- Se houver faléncia ao 1°
tratamento;

- Se ndo houver certeza de
cumprimento do 1° tratamento

Gravidez (na falta de Clindamicina; Quinino em monoteapi
1° trimestre
(7 dias) 22 linha:
- Artesunato+Clindamicina
) - ACT com conhecida eficacia na regido
Gravidez ou
2°e 3 - Artesunato+Clindamicina
trimestre ou
(3-7 dias) + Quinino+Clindamicina

Duracao do tratamento:

- De acordo com o esquema
usado.

N&o existe informacéo sobre a

pu

seguranca da DHA+PQ nesta fa|
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1.6.6 - Tratamento da malaria grave

A malaria grave é considerada uma emergéncia médeacordo com as recomendacoes,
o tratamento deve ser iniciado por via parentenaldiatamente apds o diagnéstico, por um
periodo minimo de 24 horas. Logo que possivel acdedo com a tolerancia do paciente

deve-se passar a terapia oral até ao 7° dia codosrasquemas indicados na Tabela 5.

Tabela 5 - Protocolos de tratamento da malaria gravrecomendados pela OMS

Adultos

1- Artesunato: 2.4 mg /kg de peso endovenoso canmiscular
12 dose (hora 0)

1% escolha 22 dose: 12 horas ap6s a 12 dose

32 dose: 24 horas ap6és a primeira dose

Doses subsequentes: administrar com intervalog die 2

1- Quinino (endovenoso ou intramuscular): 20mg/kgideddrato de quining
diluidos em 10 ml/kg de dextrose a 5% seguido aeglky de 8 em 8 horas
Alternativas com a mesma diluicdo

7

2- Arteméter intramuscular: 3.2 mg/kg de peso a adinisseguido de 1,
mg/kg de peso por dia

criangas
1- Artesunato: 2.4 mg /kg de peso endovenoso canmitscular

12 dose (hora 0)

22 dose: 12 horas ap6s a 12 dose

32 dose: 24 horas ap6és a primeira dose
Uma de 3 . .

Doses subsequentes: administrar com intervalog de 2
alternativas

2-Quinino (endovenoso ou intramuscular) 20 mg/kglidoridrato de quining
diluidos em 10 ml/kg de dextrose a 5% seguido deglky de 8 em §
horas com a mesma dilui¢cdo

3- Arteméter intramuscular: 3.2 mg/kg de peso a adimiseguido de 1,
mg/kg de peso por dia

07

Tratamento oral apés a terapia parenteral

* Artemether +Lumefantrina

* Artesunato+ Amodiaquina

» Dihidroartemisinina+Piperaquina

* Artesunato+Sulfadoxina-pirimetamina

* Artesunato+ Clindamicina ou Doxiciclina
e Quinino+Clindamicina ou Doxiciclina
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Nos locais com menos recursos, quando necessarisférir os pacientes com maléaria
grave para uma unidade sanitaria de referéncigremsnque a transferéncia leve menos de
6 horas, é importante a administracado da primeise dle antimalarico com qualquer dos
antimalaricos efectivos recomendados disponiveis,igcluem o artesunato rectal, quinino
intramuscular, artesunato intramuscular ou artemigtiEamusculdf®. Caso nio seja
possivel a transferéncia, o tratamento deve setincado no local, por via rectal ou
intramuscular até que o paciente tolere a medicagip altura em que se deve passar ao

tratamento de 12 linha (arteméter-lumefantrinaltausraativo).
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Objetivos

2.1 - Objetivo geral

A partir de 2006 a OMS passou a recomendar a tereginbinada com derivados de
artemisinina (ACTs) para o tratamento da malaria e@mplicada poP. falciparumna
Africa sub-Sahariaf&?. A recomendacdo assenta no pressuposto de querivadds de
artemisinina (que causam rapida reducdo da masasitpaia e da carga de gametocitos),
associados a um farmaco com maior semivida e dudedcao, produzem cura clinica e
parasitolégica mais rapida, protegendo-se mutuameontra o desenvolvimento de
resisténcia e reduzindo a transmissdo da malama. NEbcambique, a resposta ao
tratamento com ACTs estd pouco estudada e docudeeptdo que pretendemos com o

presente trabalho contribuir para um melhor comhecsto da mesma.

Os dados do Programa Nacional de Controlo da Matii Mocambiqué&® referem que
cerca de 60% das criangas internadas nas enfesndeigediatria sdo admitidas com
quadros de maléaria grave. Contudo, existem pouadssdsistematizados relacionados com
a investigacdo da maléaria grave em criancas tamigue diz respeito aos aspetos clinicos
nos doentes internados como em relacdo a pesquistatores relacionados com a
gravidade da doenca. Com a introducdo neste tmalohum capitulo referente a maléaria
grave em criangas, pretendemos contribuir para ethanconhecimento do perfil clinico
desta populacdo e resposta ao tratamento até ajorado, antes da introducdo alargada
do novo esquema terapéutico que inclui a admigi&trao artesunato por via endovenosa.

A compreensdo das bases moleculares e a moni@oizde potenciais marcadores
moleculares de resisténcia € fundamental por vaaades: a) a detecdo precoce de
parasitas resistentes aos antimalaricos e suarsB&pgeografica, em conjunto com o0s
ensaiosn vivo e in vitro constitui um potente instrumento epidemioldgicoapa detecéo
precoce e monitorizagcdo do fendmeno de resisténcidados moleculares podem ser
usados como guia para alteracdo dos protocolopégtiaos nacionais. Actualmente o
marcador molecular de resisténcia aso ACTs (baseadgenepfK1l3 faz parte da
definicAo de resisténcia recomendada pela OMS deS#¢embro de 2014

(http://www.who.int/malaria/publications/atoz/statep-artemisinin-resistance-se p2014)pdf
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2.2 - Objetivos especificos

2.2.1 -Caracterizar o perfil clinico e resposta terap@utie pacientes com malaria ndo

complicada tratados com ACTs em Maputo.

2.2.1.1 -Avaliar a resposta clinica e parasitologica nosgpées com maléria ndo grave

tratados com AL ou Coartem na area geografica dadeie Provincia do Maputo.

2.2.2 - Caracterizar o perfil a admissdo e evolucdo climleapacientes com maléaria

grave/cerebral em Maputo.

2.2.2.1 —Descrever o perfil de manifestacdes clinicas e rpan®s laboratoriais

definidores de malaria grave e ou cerebral doeptes no momento da admisséo.

2.2.2.2 -Avaliar a evolugdo das manifestacdes clinicas epdom&metros laboratoriais

mais relevantes durante o internamento.

2.2.2.3 -Avaliar a existéncia de uma potencial associacée enpolimorfismo 371G no

geneRNase3humano) e a gravidade da doenca.

2.2.3 -Determinar a frequéncia de polimorfismos genétjpotencialmente associados a

resposta aos ACTs em isoladosRddalciparumprovenientes de Maputo.

2.2.3.1 -Avaliar a existéncia de possiveis associacdes potimorfismos genéticos e a

resposta aos antimalaricos estudados.
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Material e Métodos

O presente estudo envolveu 2 grupos de pacientesgjuads foram estudados os aspetos
clinicos e laboratoriais associados a malaria. sgtupos (o primeiro) foi composto por
criancas e adultos com malaria ndo complicada (Mn®©)outro grupo (o segundo) foi
composto apenas por criancas com malaria grave .(M@) ambos 0s grupos o estudo
envolveu a pesquisa de marcadores genéticos adgecaesisténcia aos antimalaricos. No
grupo da MG foram também pesquisados os marcadgeegticos associados a

suscetibilidade a maléria cerebral (MC).

O apuramento ético foi concedido pela Comisséo dviatide Bioética para a Saude do
Ministério da Saude (CNBS)/MISAU) em Mocambique éXo 1). A inclusdo dos
pacientes foi feita apds consentimento informade phientes ou acompanhantes no caso
das criancas (Anexo 2). Todas os pacientes foratadins de acordo com os protocolos de
atuacdo em cada uma das duas unidades sanitdd@slecorreu estudo, significando que
toda a assisténcia foi sempre providenciada peéaians de servico e demais profissionais

a estas afetos.

Dado que foram envolvidos diferentes grupos, naasqtoram efetuados dois tipos de
analise (clinica e molecular), para uma melhor @ddgem a metodologia sera dividida em 3

seccoes:

3.1 -Estudo da maléaria ndo complicada (MnC)
3.2- Estudo da malaria grave (MG)

3.3 Polimorfismos genéticos d& falciparumassociados a resposta aos ACTs em Maputo.
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3.1 - Estudo da malaria ndo complicada

O estudo da maléaria ndo complicada foi realizadddeco de 2010 a Marco de 2012. Nele
foi efetuada a caracterizacdo clinica dos pacieestsdados e a avaliagdo da resposta
terapéutica as duas combinagfes utilizadas narteatt® da malaria ndo complicada em

Mocambique com base na evolucgéo clinica e labaoahtor

3.1.1 - Locais de estudo

Foran selecionadas duas unidades sanitarias pagteit®m na Provincia do Maputo,
nomeadamente o Centro de Saude de Boane localiradistrito com 0 mesmo nome e o
Centro de Saude® He Maio localizado no centro da cidade de Map@tolongo do texto

estes Centros de Saude passardo a ser designadBsae” e “1° de Maio”.

O distrito de Boane localiza-se numa regido pdyana a 30 Km da cidade da cidade de
Maputo. E limitado a norte pelo distrito da Moamlaa,Sul e Este pelo Distrito da
Namaacha e a Oeste pela cidade da Matola e Did#itdatutuine. Possui uma superficie
de 820 KM e uma populacdo estimada em 104.457 habitantes, wwna densidade
populacional de 124,9 habitantes/KnA sua populacdo é essencialmente jovem, sendo
42% abaixo dos 15 anos. Para além do Centro deeS#gidBoane onde foi relizado o

presente estudo, o distrito dispde de mais 15 Gedig Saude e um hospital distrital.

A cidade de Maputo localiza-se na regidao mais a d&ulMogcambique, possui uma
populagdo estimada em 1.209.992 habitantes e umsiddede populacional de 4.033
habitantes/Kri Estende-se da localidade de KaTembe ao bairrGhigngo no sentido
Sul/Norte e da llha de Inhaca ao vale de Infuleagyrientacéo Este/Oeste. Faz o seu limite
com a Provincia de Maputo nos extremos Norte, SOkste e é banhado pelo Oceano
indico no extremo Este, onde se localiza a llhdntkac#®5). O Centro de Salde 1° de
Maio encontra-se localizado nesta cidade e posasisuas proximidades dois outros

Centro de Saudee um Hospital Geral.
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3.1.2 - Pacientes incluidos no estudo

Foram incluidos 412 pacientes pacientes com idager®r a 1 ano com malaria ndo
complicada poP. falciparum 306 dos quais do Centro de Saude de Boane edlGémtro
de Saude 1° de Maio. O diagndstico foi efectuadoNderoscopia Otica (Anexo 3) e
posteriormente confirmado pela técnica de PCR (ArBx Os critérios de exclusdo foram:
criancas com peso inferior a 10 Kg, mulheres gesyithistoria de tratamento com algum
antimalarico para a doenca atual, identificacdaldem sinal ou sintoma de malaria grave

ou doenca concomitante requerendo internamentatalasp
3.1.3 - Historia e exame clinico

Os dados clinicos e laboratoriais dos pacientesMof foram avaliados a admissam)D
e controlados ao 7° dia {De 14° dia ().

Aquando da admisséao ¢J) os pacientes com critérios definidos para ird@uso estudo
foram submetidos a uma historia clinica na quahrforcolhidas informacdes acerca do
inicio da doenca e principais sintomas clinicosafopesquisados dados relacionados com
a existéncia de episddios anteriores de malanatanentos anteriores com antimalaricos.
A histéria foi fornecida pelo préprio paciente raso dos adultos, ou por um acompanhante
no caso das criangas. A todos os pacientes failafetum exame fisico completo para
determinacédo do estado clinico e exclusédo de paisrginais de gravidade. O registo das
principais queixas (febre, cefaleia, mioartralgtiarreia, vomitos, dor abdominal e
anorexia) assim como dos principais sinais clin{élsre, anemia, ictericia, hepatomegalia,
esplenomegélia e desidratacdo) foi efetuado nuaohe file recolha de dados (Anexo 5),

utilizada para a elaboracéo da base de dados pstexipr analise.
3.1.4 - Recolha e processamento das amostras degasn

As amostras de sangue foram colhidas pelo pessolbdratorio das referidas unidades
sanitarias no ambito da sua atividade diaria ers#gos protocolos instituidos. As técnicas
de pesquisa d&. falciparum por microscopia 6tica assim como o hemograma foram

realizadas no primeiro dia () nos laboratorios dos respetivos centros de sande os
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pacientes foram seguidos. Adicionalmente, parteaa®stra de sangue destinada aos
exames laboratoriais protocolados (cerca de 5@41306i colocada em papel de filtro
Whatman n°® 3. Depois de secas, estas amostras frandicionadas e conservadas a
temperatura ambiente até a data do seu processamentaboratorio do Instituto de
Higiene e Medicina Tropical em Lisboa (IHMT). As astras correspondentes ao controlo
no 7° dia (B) e 14° dia (4) apds o tratamento foram colhidas e processaddsroia
idéntica.

3.1.5 - Parametros hematologicos

Para o estudo das alteracbes hematoldgicas, asrasnds sangue foram colhidas em tubos
com anticoagulante Etileno Diamina Tetra AcéticdT®) e analisadas num aparelho

automatico de hematologia (Sysmex KX-21°NA presenca de anemia foi determinada
pelos resultados da hemoglobina em fungéo da idattesexo dos pacientes e classificada

com base nos critérios definidos pela G%% de acordo com a Tabela 6.

Tabela 6 - Classificacdo da anemia de acordo comrmével plasmatico de hemoglobina,
tendo em conta a idade e o sexaVHO, 2011).4 - sexo masculinof- sexo feminino;
* Q- mulher ndo gravida

Hgb Anemia (Hgb g/dl)

Idade
Sexo normal Muito

(anos) Ligeira Moderada Grave

(9/dl) grave
<5 ol3 >11.0 10.0-10.9 7.09.9 <7.0 <5.0
5-11 Q13 >115 11.0-11.4 8.0-10.9 <8.0 <5.0
12-14 QI3 >12.0 11.0-11.9 8.0-10.9 <8.0 <5.0
>15 o* =120 11.0-11.9 8.0-10.9 <80  na.
>15 3 >13.0 11.0-12.9 8.0-10.9 <80  na.

A trombocitopénia foi definida como a presenca de nivel de plaquetas inferior a
150.000 por microlitro de sangue (Plaquetas < 1BB#), independentemente da idade e

sexo e classificada em diferentes graus de acanmicacTabela #7).

47



Material e Métodos

Tabela 7 - Classificagdo da trombocitopénia de acdo com a contagem de plaquetas

Plaguetas (x 1&/) Classificacéo
75-149 Trombocitopénia ligeira
50-74 Trombocitopénia moderada
25-49 Trombocitopénia grave
<25 Trombocitopénia muito grave

3.1.6 - Tratamento efetuado

Os pacientes com malaria ndo complicada foramdwataom comprimidos de AL(doses
fixas combinadas de arteméter-lumefantrina), ou @Sfloses fixas combinadas de
artesunato-amodiaquina) de acordo com 0s esqueraepétiticos apresentados

respetivamente na Tabela 8 e Tabela 9.

Em ambos os grupos de tratamento a medicacaoefniaefa durante 3 dias, de acordo com
0 peso do paciente e com as instru¢cdes dadas esdogl de saude envolvido no estudo.
Em cada caso, o esquema terapéutico (AL ou ASAQEegoolhido tendo em conta a

disponibilidade dos farmacos nos centros de saiid® que estes sdo fornecidos pelo
Ministério de Saude, o que obriga a adequacao elgimes terapéuticos em funcdo dos

medicamentos existentes.

Tabela 8 - Esquema para tratamento da malaria ndoamplicada com AL.Numero de
comprimidos contendo 20 mg de arteméther e 120 enigimefantrina?Numero total de

comprimidos administrados durante os 3 dias dartranto.

Peso (Kg) N"_dfe comprimidos/dosé N©° to.tal. de
administrados de 12/12 horas  comprimidos?
10-14 1 6
>15-24 2 12
>25-34 3 18
>35 4 24
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Tabela 9- Esquema para tratamento da maléria ndo complicadaan ASAQ

Formulacéo de N° de comprimidos
Peso (Kg) . : .
ASAQ (mg) Dial Diaz Diag Total
10 - 17 50/175 mg 1 1 1
>18 - 35 100/270 mg 1 1 1
>36 100/270 mg 2 2 2

3.1.7 - Acompanhamento dos pacientes

No primeiro dia (), os pacientes receberam a primeira dose da npddicmb observacgéo
do técnico de salde da respetiva unidade sanit&caico de medicina ou enfermeiro)
envolvido no estudo. A restante medicacao foi didpbzada em pequenas embalagens
contendo as doses necessarias a efetuar no dondieilicordo com as instrucdes por este
fornecidas. Foram também disponibilizados compriside paracetamol para o tratamento
da febre e pacotes com sais de hidratacdo oralrpposicdo hidrica. Os pacientes foram
instruidos a néo efetuar nenhum tratamento adicmm@aretornar ao Centro de Saude nos
dias de controlo (Pe D) ou a qualquer altura antes desse periodo, em daso
agravamento do quadro clinico ou surgimento denaggsituacdo que impossibilitasse o

cumprimento do tratamento.

3.2 - Estudo da malaria grave

3.2.1 - Local do estudo

O estudo clinico da maléaria grave (MG) foi realizath Unidade de Cuidados Intensivos
do Departamento de Pediatria do Hospital CentralMéputo durante o periodo de
Fevereiro de 2011 a Margo de 2011.
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3.2.2 - Pacientes incluidos no estudo

Foram incluidas 129 criancas entre 8 meses e 14 deodade, com malaria pé.
falciparum, diagnosticada por microscopia Otica e posteriormennfirmada pela técnica
de PCR, que se apresentaram a admissga@n pelo menos um dos critérios definidores
de MG segundo a OMS descritos na Secccdo 1.5.Bglda. Os dados referentes as
caracteristicas clinicas e laboratoriais foram Iredos a partir dos processos clinicos

durante o periodo em que as criangas permanecstamadas.

3.2.3 - Classificacao dos pacientes com MG de acordom o estado de consciéncia

Para a classificagdo da MG, o estado de conscifri@aaliado segundo a escala de coma
de GlasgoW® modificada para criancas, utilizada pelos clinidosservico de pediatria
onde decorreu 0 estudo (Tabela 10). Com base esstda, 0 “estado de consciéncia
alterado” foi definido como a presenca de soorede Glasgow inferior a 15 e“malaria

cerebral” como a presenca de sooreinferior a 11.

Tabela 10 - Escala de Coma de Glasgow modificadarpacriancas

Criancas Latentes Pontuacao
Expontanea Expontanea 4
Abertura Ao estimulo verbal Ao estimulo verbal 3
ocular Ao estimulo doloroso Ao estimulo doloroso 2
Ausente Ausente 1
Movimentos expontaneos Movimentos expontaneos 6
Localiza o estimulo doloroso Localiza a dor (retirada ao toque) 5
Melhor Fugaa em resposta a dor Retirada ao estimulo doloroso 4
resposta Flexdo em resposta a dor Flexdo anormal em resposta a dor 3
motora Extensdo em resposta a dor Extensdo anormal em resposta a dc 2
Ausente Ausente 1
Orientado, adequado Balbucia 5
Melhor Confuso Choro irritavel 4
resposta Palavras inapropriadas Choro em resposta a dor 3
verbal Palavras incompreensiveis ~ Gemido em resposta a dor 2
Ausente Ausente 1

Para exclusdo do coma transitgpiés-ictal nas criancas que haviam tido convulsdes, foi

considerado o nivel de consciéncia que se encenteyistado no processo clinico pelo
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menos 1 hora apds a Ultima convulsdo ou apds 6s haeguelas que haviam sido
submetidas a tratamento com anticonvulsivantesz@pian e/ou Fenobarbital).

O diagnostico de malaria pé. falciparumpor microscopia otica foi realizado de acordo
com 0s mesmos procedimentos descritos na seccdb (Brdexo 3). O hemograma e a
bioguimica foram realizados respetivamente nos e#ipas Sysmex KX-21 e
DimensionXpan. A equipe envolvida no estudo coube a colheitaatiasstras de sangue
em papel de filtro (Whatman 3) para posterior regiio dos exames moleculares no
laboratério do CMDT LA/IHMT, Lisboa, de acordo caya procedimentos descritos para a
MnC na secg¢éo 3.1.2 (Anexo 4).

A classificacdo da anemia e trombocitopénia fdafeie acordo com o descrito na seccéo
3.1.5, Tabela 6 e Tabela 7. Para os restantes pacaioram usados as seguintes valores
normais de referéncia: Leucécitos: 3 a 12.5°%1®ilirrubina total: 5.1 a 17mol/l;
Bilirrubina conjugada: 1.7 a Guinol/l; Aspartato transaminase (AST): 0 a 45 Ul/ladiha
transaminase (ALT); 0 a 50 U/I; Ureia: 3.6 a 7.1rfimE@reatinina <133 pmol/L; Volume

plaguetario médio (MPV# 9,5 fl; Hematuria e ProteinUria!'+.

3.2.4 - Tratamento antimalarico efetuado

Todas as criangas internadas com maléria gravees® o tratamento de acordo com as
normas vigentes no Departamento de Pediatria do H&Mltura da realizacdo do estudo.
O tratamento consistiu na utilizacdo de 2 farmacmsneadamente o artemeter,
administrado por via intramuscular na dose de g&kgde peso numa dose diaria durante
3 dias (independentementeda evolugé&o clinica) mrguiadministrado por via endovenosa
na dose de 10mg/kg de peso de 8 em 8 horas, athiria do estado clinico (num

méaximo de 7 dias, correspondendo a 21 doses).
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3.2.5 - Identificacdo de polimorfismos nos gené&Nase3

A identificagdo de polimorfismos no geRNase3foi efetuada nas amostras colhidas nos
pacientes com maléaria grave. A colheita das an®paea extracdo do ADN e genotipagem
obedeceu aos mesmos procedimentos para o tratademostras da MnC descritos na
seccdo 3.1.2 (Anexo 3 e Anexo 4). A identificac&@®NPsno geneRNase3 371G, 16G e
94A) potencialmente associados a susceptibilidadmatéria cerebral nos pacientes
estudados foi efetuada por PCR-RFLP (Tabela 11).

3.2.6 - Electroforese dos produtos amplificados

Apés a amplificacdo do ADN, os produtos do PCRrfosgparados por eletroforese em gel
de agarose. O gel foi preparado atravéz da mistarpé de agarose com uma solugéo
tampé&o TBE (Tris/Borato/EDTA) com umaconcentracé®®. Foram colocados ilGde
produto amplificado em cada poco de gel de agguosamente com um marcador de peso
molecular de 100pbs (Fermentas TM) apds o quelsmapuma corrente de 120 volts para
migracdo do ADN amplificado no gel. A visualizac@ios produtos foi feita num
transiluminador de luz ultravioleta EagleEye IIréBagen€) apds coloracdo dos géis com

brometo de etidio (Sigma, Germany).

Tabela 11 - Sequéncia doprimers e condi¢cdes de amplificacdo do gefmNASES3 por
PCR-RFLP. Fw: primer forword Ver: primer reverse.

Fragmento Sequéncia dos Primers (5’- 3) Mistura de PCR Condicdes de PCR
H>O- até 254
Fw - Llar;gaf N rm 94°-3 min (1 X)
5'CAGTTCTCACAGGAGCCACA3’ g 94°- 1 min (40 X)
Dntps — 0,2mM
371G PF - 0,2M 55° — 45 secs (40 X)
Rev- PR -0 ,ZLM 72°- 45 sec (40 X)
5" AGGTGAACTGGAACCACAGG3' ’ 72°- 3 min (1 X)
Taq-0,3U
ADN - 1yl
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3.3 - Estudo de polimorfismos genéticos dB. falciparum associados a

resposta aos ACTs em Maputo.

3.3.1 - Material bioldgico

Para o estudo de polimorfismos genético® dfalciparumassociados a resposta aos ACTs

em Maputo foram consideradas no total 480 amod&gmcientes com malaria.

As amostras referentes a malaria ndo complicadenfaolhidas nos Centros de Saude de
Boane e 1° de Maio, no periodo entre Marco de 20Marco de 2012 e as referentes a
malaria grave foram colhidas no Servigo de Urgéndm Pediatria do Hospital Central do

Maputo entre Fevereiro de 2012 a Marco de 2012.

Todos os procedimentos referentes a colheita eepsamento das amostras obedeceram
aos mesmos principios, independentemente do lecabltieita, da gravidade da malaria ou
do tratamento efectuado. Do volume total de sawgilédo para as analises hormalmente
efetuadas por rotina aos pacientes com maléariaribessma seccdo 3.1.2 - Material e
Métodos, uma gota de sangue de cada paciente (b@hlfdi colocada em papel de filtro
(Whatman f3). Depois de identificadas, as amostras foramss&¢amperatura ambiente e
acondicionadas em embalagens plasticas indivigaaae processamento no laboratério do
Instituto de Higiene e Medicina Tropical em ListtdMT).

3.3.2 - Detecéo e identificagcdo parasitaria pd?CR (Polimerase Chain Reaction)

3.3.2.1 - Extracédo do ADN gendmico

O ADN das amostras de sangue colhido foi obtido ceearso ao método de extracdo com
Chelex (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) (Singh B, 19%tabelecido no laboratério da UEI
Malaria/IHMT/CMDT LA (Anexo 4). Com auxilio de umaesoura e uma pingca
previamente imersas em acido cloridrico (HCL) foitada uma pequena porcao de papel
de filtro contendo a gota de sangue (o0 correspdadancerca de 5@l de eritrécitos
parasitados), a qual foi colocada em um tubo deoauentrifuga éppendorffde 1,5 ml. A
hemdlise dos eritrécitos parasitados foi efetuadaliamte adicdo de 1 ml de solucdo
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tampé&o PBSphosphate buffered saline 50 ml de saponina a 10% tendo-se deixado esta
mistura em incubacéo 4@ por cerca de 12 horas durante a noite. De sefpiiflsita uma
lavagem com PBS e nova incubagao a 4° C por 30tosiné extragcdo do ADN foi
realizada mediante adicdo dejid%Sle solucio de Chelex em Agua Milli-Q a 20% (Bira

A seguir, os tubosppendorfforam aquecidos em um bloco (Dry block heater BBiant-
Boekel) a 99C durante 15 minutos, apds o que se procedeu dfggatao (10000g/2min),

a fim de separar o sobrenadante contendo o ADNyekiantes componentes da mistura
(papel de filtro e Chelex) através da sedimentaCa@DN extraido foi conservado em

aliquotas a -20° C até a amplificacéo por PCR
3.3.2.2 - Eletroforese dos produtos amplificados

Apo6s a amplificacdo do ADN, os produtos do PCRrfoseparados por electroforese em
gel de agarose. O gel foi preparado atravéz dairaisto p6 de agarose com uma solucao
tampé&o TBE (Tris/Borato/EDTA) com uma concentragé®%. Foram colocados ilGle
produto amplificado em cada poco de gel de agguosamente com um marcador de peso
molecular de 100pbs (Fermentas TM) apds o quelsmapuma corrente de 120 volts para
migracdo do ADN amplificado no gel. A visualizac@ios produtos foi feita num
transiluminador de luz ultravioleta EagleEye lIré&agené) apds coloracdo dos géis com

brometo de etidio (Sigma, Germany).

3.3.2.3 - Genotipagem d@. falciparumpor PCR

A genotipagem d@. falciparumpara estudo dos marcadores de diversidade preseges
amostras colhidas no dia da admissao (DO) foi afitumediante amplificacdo de 2 genes
estaveis e de copia Unicafrhsp2e pfglurp), altamente polimérficos em tamanho e
sequéncid®). As regides repetitivas dos referidos genes foaamplificadas por Nested-

PCR, de acordo com as condi¢c0es descritas na Thbela
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Tabela 12 - Sequénciadogrimers e condicdes de amplificacdo dos genpmsp2 e

pfglurp por PCR. Fw: primer forword Rev:primer reverse.

A . Mistura de Condicbes de
n nci Primers (5’- 3’
Gene Sequéncia dos ers (5- 3) PCR PCR
12 amplificagéo: H-O 94°C - 3 min
Tampéo — & 94°C - 1 min (8)
pfmsp2 | Fw- Mgcl2 — 1,8 mM | 53°C -45 secs 9
ATGAAGGTAATTAAAACATTGTCTATTAT 52°C '
Dntps — 0,2 mM 72°C - 45 secs 9
Ei\clséAACACTTGTTTTATCTTTTGCCATA 58°C E; _Ooéml\;/l 94°C - 1 min (38)
RS 50°C -45 secs (30
Taq-03U 72°C - 45 secs ()
ADN - 1pl
Volume 25l 72°C — 3 min
22 amplificacao: H>O 94°C - 3 min
Tampéo — & 94°C - 1 min (8)
Fw - 53°C -45 secs ¢
Mgcl2 - 1,8 mM
GCAGAAAGTAAGCCTTCTACTGGTGCT 61°C
Dntps — 0,2mM 72°C - 45 secs 9
Rev - PF-0,M 94°C - 1 min (36)
TCATAAAAATGCCGAAACAAATC 50°C PR- 0,2uM 50°C -45 secs (30
Tag-03U 72°C - 45 secs (30
ADN - 1pl 72°C - 3 min
Volume 25yl
pfolurp | 1* amplificagéo: H.0 94°C - 3 min
Tampéo — & 94°C - 1 min (8)
Fw - 54°C -45 secs ¢9
Mgcl2 — 1,6 mM
ACATGCAAGTGTTGATCC
Dntps — 0,2 mM 72°C - 45 secs €9
Rev- PF-0.2M 94°C - 1 min (38)
CCACAAGAACCCGTGGTACCTACA PR-0,2uM 50°C -45 secs (30
Tag-03U 72°C - 45 secs (30
ADN — 1l _
Volume 25l 72°C - 3 min
22 amplificacéo: H-0 94°C - 3 min
Tampao — & 94°C - 1 min (8)
Fw - Mgcl2 — 1,6 mM | 54°C - 45 secs ©
TGAATTTCGAAGATGTTCACACTGAAC Dntps — 0.2 mM | 72°C - 45 secs €9
Rev- PF—-0,2uM 94°C — 1 min (38)
CGTTACTCCCAAACCATC PR -0,2uM 50°C - 45 secs (30
Tag-03U 72°C - 45 secs (30
ADN — 1l .
Volume 25l 72°C -3 min
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3.3.3 - Identificacéo de polimorfismos nos gen@émdrlpor PCR-RFLP

A identificacdo de polimorfismos no gepémdrlem estudo foi efetuada pela técnica de
PCR-Restriction Fragment Length Polymorphi¢RCR-RFLP), segundo os protocolos
estabelecidos no laboratorio da UEI Malaria/[HMT/DMLA. A PCR-RFLP consiste em

amplificar o fragmento de ADN que contém a mutaé&te fragmento é depois submetido
a uma reacdo sob acdo de uma enzima de restric@lon(eclease) que reconhece
especificamente o palindroma originado ou eliminpela mutacdo em causa (Lopes et al,
2002). Os fragmentos de restricdo resultantes s@arados de acordo com o0 seu

comprimento por eletroforese em gel de agarose.

Os polimorfismos no gen@mdrXoram avaliados nos fragmentos de ADN 86 (N86Y% 18
(Y184F), 1246 (D1246Y). Em todas as reacOes deiicagiio e restricdo foram utilizadas
amostras de ADN de isolados Eefalciparum onhecidos nomeadamente 3D7, FBC, K1 e
7G8 como controles positivos e Dd2 como controlgatied?®?) (Tabela 13).

Tabela 13 - Clones de referéncia utilizados como miwolo no estuda N- asparagina, D -
acido aspartico, Y- Tirosina; F - Fenilalanina; tN&sta identificada a proveniéncia
geogréafica deste clone.

Genatipo
Clone Origem Referéncia pfmdr 1
86 184 1246
HB3 Honduras Bhasin & Trager, 1984 N F D
3D7 * Rosarioet al, 1981 N Y D
7G8 Brasil Burkot TRet al, 1984 N F Y
Dd2 SEAsiéatico Oduolaet al, 1988 Y Y D

A sequéncia doprimers condi¢cdes de amplificacdo e enzimas de restugéivados para
os fragmentos 86, 184 e 1246 do gpfredrlséo descritas na Tabela 14.
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Tabela 14 - Sequéncia dogrimers e condi¢des de amplificacdo dos fragmentos 86, 184

e 1246 do genpfmdrl por PCR. Fw: primer forword Rev:primer reverse.

Mistura de Condicbes de
Fragmento | Sequéncia de Primers (5'- 3
q =3 | pcr PCR
H.0
Tampao — & 94°C — 3 min
Mgcl2 — 2 mM .
Fw - GTATGTGCTGTATTATCAGGAGGA | 9 94°C — 1 min (48)
Dntps — 0,2 mM
PF - 0,2uM 52°C -45 secs (&)
86 Rev -CGTACCAATTCCTGAACTCAC PR-0,2uM 72°C — 45 secs (40
Tag-0,3U o .
ADN - 14l 72°C — 3 min
Volume - 25ul
H>O
Tampao — & 94°C — 3 min
Mgcl2 — 2 mM .
Fw - GCCAGTTCCTTTTTAGGTTTAAT | Drtps — 0.2mM 94°C — 1 min (45)
8 PF - 0,2M 53°C -30 secs (49
184 ’
Rev -GTCTTTTCTCCACAATAACTTGC | PR-0.2M 72°C — 45 secs (4
Taq-0,3U 790C — 3 mi
ADN - 14l —=min
Volume 25ul
H,O-
Tampao — & 94°C — 3 min
Mgcl2 — 2 mM .
Fw -GGAGAAACAGGTAGTGGAAAATC 9 94°C — 1 min (48)
Dntps — 0,2 mM
PF - 0,2uM 52°C -30 secs (49
1246 Rev CTGTTTTTGTCCACCTGATAAGC | PR-0,2uM 72°C — 45 secs (40
Taq-0,3U 790C — 3 mi
ADN — 1yl —mn
Volume 25ul

Apo6s amplificagdo, os fragmentos 86, 184 e 124&elve pfmdrl foram submetidos a

restricdo, cujas condicOes se descrevem na Tabela 1
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Tabela 15 - Condigbes de restricdo para os fragmeos 86, 184 e 1246 do gepéndrl

Fragmento Mistura de PCR Condic¢des de Restricdo

H-0 - 5,8l
Tampéo -
86 Apol- 0.2yl 12 horas (37°C)
ADN - 12l
H-0 - 5,8l

184 Tampéo -
Tad- 0.2l

ADN - 12l
H,O -5,8ul
1246 Tampéo -
EcoV - 0.2l
ADN - 12l

12 horas (65°C)

12 horas (37°C)

3.3.3 - Determinacao do nimero de copias do geplendr1por RT-PCR

A determinacdo do namero de copias do genarfoi efetuada com recurso a técnica de
PCR em tempo real (RT-PCR). O numero de cépias efee gfmdrl (gene alvo) foi
determinado por RT-PCR usando uma master Mix deRS®Been. Para o efeito foi usado
0 método N=2AACt (Livak & Schmittgen, 2001) em que o gepig-actinl serviu como
controlo interno e o niumero de cépias do gefmedrlexistentes no clone 3D7 (1 copia)
como amostra calibrador, segundo os protocolosbesizidos no laboratério da UEI
Parasitologia Médica/IHMT/CMDT LAY, O clone Dd2 previamente conhecido por ter 4
copias do genpfmdrXfoi usado como controlo multicépia. Os resultadwarin expressos

como alteragdes no nimero de copias do gene alPofalgiparun8D?7.

O modelo matematico {2<Y), permite determinar a variacdo da expressbaé um gene

pela equacdo N=2*Ct(equacéo A) na qual:
AACt = (Ct, alvo-—Ct, controlo internp)- (Ct, alvo— Ct, controlo internglequacéo B)

Nesta equacgdo temos:

x = amostra a partir da qual se pretende estudarnac@o de expressao do gene alvo.
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y = amostra calibrador em relacdo a qual se estdtedwea variacdo de expressdo do

gene alvo (no nosso caso utilizamos o gene 3DBaoemos possuir 1 cépia).

A Tabela 16 mostra a sequéncigptienerse as condi¢cdes para determinacdo do nimero de

copias do genpfmdrl

Tabela 16 - Sequéncia de primers e condi¢cdes paratdrminacdo do niamero de copias

do genepfmdrl
Primers (5- 3) Mistura de PCR [ Condi¢des de PCR
H20 - até 154
Fw-TGTATTATCAGGAGGAACATTAC Tampéo - 95°-10 min (Ix)
PF - 300 nM 95°- 15 secs (%)
Rev-GTCTTTTCTCCACAATAACTTGC PR -300 nM 60°-1 min (1)
ADN - 1,5l

3.3.4 - Pesquisa de polimorfismos no gepéatp6 por sequenciacéo de produto de PCR

A pesquisa de mutacbes no g@fapg antes proposto como o maior alvo terapéutico das
artemisininas foi efetuada com recurso a sequeiwia€oram amplificadas por PCR e
sequenciadas 3 regibes do mesmo deste gene qltaresauem fragmentos com 526pb,
897bp e 780bp respectivamente para as regibesel3 4Tabela 17). A escolha destas
regibes genéticas deveu-se ao facto de em estudesoees terem sido identificadas
mutacdes em percentagens elevadas nestas locabzagiim possivel associacdo a

susceptibilidade as artemisininas (Jambou et 85;2Dahlstrom et al, 2008).

O produto do PCRdo gengfatp6 foi purificado mediante o uso do méto@igDye®
XTerminatof™ Purification Kite enviado para sequenciacdo no laboratério STAB-

vida.Caparica, Portugahfo@stabvida.conusando os primers descritos na Tabela 17.
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Tabela 17 - Condi¢gbes para amplificagdo por PCR dgenepfatp6 para pesquisa de

mutacgdes relacionadas com a resisténcia a artemisia

Regido amplificada/ s
Tamanho do Primers usados para Amplificagao (5> 3') Condicoes de
fragmento PCR
12 Amplificacao: H20
Regido 1 Fw - TGGTAATAAAACTCCCGCTGATGC Tampao - ¥
Rev -CCGTTGTACATCCTAACGTCTCAACAC Mgcl2 - 2 mM
526 pb B Dntps - 0,2mM
22 Amplificag&o: PF - 0,2M
Fw -GTTGAACAGAGTATGTTAACAGGAGAATCCTG | pRr .0 2AM
12 Amplificagéo: Tag-0,3U
Fw - GATGAAGCTGATCCATATAGT ADN - 1ul
Regido 2 Rev -TTACGTGGTGGATCAATAA
e Volume 25ul
897 bp 22 Amplificacgéo: B
Programa PCR
Fw - AGTAGGAGTGGTGCTAAGAG 94°C - 3 min
Rev -ATAAGCAAAGCTAAGTGTTCT .
- —— 94°C - 30 min (4%)
12 Amplificagéo: 520C -30 secs (49
Fw - AGCATGGCACAAGTTTTGA
. 72°C - 30 secs (49
Regido 3 Rev -TAGCTACCTCCGTTCCATTAA .
72°C - 3 min
780 bp 22 Amplificacgéo:
Fw - AAATAAATACCACATCAACACA
Rev -CTGTCATAGCAACTGTTTCTC

3.3.5 - Pesquisa de polimorfismos no gep&13 por sequenciacdo de produto de PCR

Foi analisado o gene PF3D7_1343700, que codifmatinakelchK13, para pesquisa de
polimorfismos. Ogrimers,as condigdes de PCR e o tamanho dos fragmentostest-

se descritos na tabela (Tabela 18). Foi amplificado fragmento de situado entreo
nucleétido 1357e o 1877 (entre os a.a. 452 e @®).algumas amostras foi usado um

seminested no sentido de aumentar o rendimenteagédeo de PCR e produto amplificado.
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Tabela 18 - Pesquisa de polimorfismos no geméK13: primers, condicbes de PCR e

fragmentos.
. : Condicbes de
Fragmento Primers (5~ 3) Mistura de PCR PCR ¢
K13_Fw HO 94°-3 min (1X)
Tampao - ¥ 94°- 1 min (16x)
GTGTAGAATATTTAAATTCG I\D/Ich2 - g ;nMM 5530 secs (19)
520pb ntps - 0,2m 72 1 min (1)
PF - 0,2uM _
. 94°- 1 min (35%)
K13 R Primer - 0,2uM 5 - 30
o R ek
-1 min
GCTCCTGAACTTCTAGCTTC ADN — 1l . (109
Volume 25l 72>- 3 min (1)
K13 _Fw HO
- Tampéo -
GTGTAGAATATTTAAATTCG Mgcl2 - 2 mM 94°-3 min (1)
Dntps - 0,2 mM 94°- 1 min (45%)
445pb PF - 0,2uM 55° - 30 secs (4%)
K13N Rev Primer - 0,2uM 72-1 m!n (45)
- Taq-0,3U 72°- 3 min (1)
ATAGAATTTAATCTCTCACC ADN — 1l
Volume - 25ul

3.3.5.1 - Sequenciacdo do ADN para a pesquisa ddiporfismos no genepfK13

Apés purificacdo recorrendo ao kit EXOSAP-IT PCR BEAINUPP®, seguindo as
recomendacdes do fabricante, o produto foi envigala sequenciacdo na STAB Vida,
Investigacdo e Servigos em Ciéncias Biologicas, (bdp://www.stabvida.com), usando o
método de Sanger. As amostras com polimorfismasrfaeamplificadas e resequenciadas

para confirmacao.

O alinhamento de sequéncias foi realizado medmagicacdo MultaliH?°? usando como
referéncia a estirpe d& falciparum3D7. A sequéncia de nucleétidos foi comparada @om
depositada na base de dados PlasmoDB (http://ptisorg/plasmo/) para pesquisa de

! Disponivel em: http://multalin.toulouse.inra.fr/
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SNPs, entre eles os associados a resisténciangisaniea: M4761, Y493H, R539T, 1543T,
C580Y(232),

3.4 - Analise estatistica dos dados

O processamento e analise dos dados foi efetuad@ugrilio do programa estatistico IBM
SPSS StatisticsStatistical Package for Social Sciencgsrsao 19. As associagdes foram
consideradas estatisticamente significativas paravalor de p<0.05 tendo em conta um
intervalo de confianca de 95%.

As variaveis quantitativas foram apresentadas soha de meédias, desvios padréo (DP),
mediana, amplitude interquartilica e valores minenmaximo. As variaveis qualitativas
foram apresentadas sob a forma de tabelas de freigu#u graficos.

Para o cruzamento de 2 variaveis qualitativas ¢éaiteas) foi usado o Teste do Qui-
guadrado ou em alternativa o Teste exato de Fsar as situagcdes em que as condi¢des
de aplicabilidade do teste do qui-quadrado naaricatisfeitas. O Teste T para amostras
emparelhadas foi usado para comparacdo de médrasdeias observacdes temporais (por
exemplo entre os valores médios de hemoglobinaquptas nos diassPD7 € Di4).

Para comparar variaveis quantitativas em 2 grupdspendentes foi usado o teste T
student para amostras independentes. Nas situagi®esqjue ndo foi observada a
homogeneidade das variancias ou na auséncia de ommpocdamento distribucional
gaussiano a comparacdao foi feita mediante o Téstgparameétrico de Mann-Whitney (U).

A analise de variancia one way ANOVA foi utilizagara comparacdo de médias entre
mais de dois grupos. Nas situagcbfes em que ndobfereada a homogeneidade das
variancias ou na auséncia de um comportamentabdisibnal gaussiano a comparacao foi

feita mediante o Teste ndo paramétrico de KruskalliyV
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Resultados

4.1 - Estudo da malaria ndo complicada

4.1.1 - Pacientes incluidos no estudo

Como referido no Capitulo 3.1.2, o estudo cliniadMhC foi realizado em dois centros de
saude da Provincia do Maputo (Boane e 1° de MAimg.420 pacientes positivos por PCR
paraP. falciparum para a presente analise foram excluidos 8, dexifl@ta de dados
completos na ficha de recolha de dados em (Bnexo 5). Assim, apenas foram
considerados 412 pacientes com idade entre 2 B3 211 dos quais do sexo masculino e

201 do sexo femenino, que cumpriam os critéricabedtcidos em 3.1.2

Figura 3 - Mapa da Provincia de Maputo ilustrando @ centros de salde nos quais foi
realizado o estudo da malaria ndo complicada e a mentagem de pacientes incluidos.

Nos dois Centros de Saude foram estudados 412npexidos quais 27#ram tratados

com AL e 138 com ASAQ (Tabela 19). Em Boane ndo se registadiferencas
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significativas entre as idades dos pacientes watadm AL ou com ASAQ (p= 0.278 -
Teste U de Mann- Whitney).

Tabela 19 - Distribuicdo dos pacientes com malarindo complicada por idade e por
tratamento efetuado em cada um dos Centros de Sauf(loane e 1° de Maio).

AL ASAQ Total
Local n Idade (anos) n Idade (anos) n
(%) Mediana  Média (%) Mediana  Média (%)
(IQR) (dp) (IQR) (dp)

Boane 16€ 6 9.€ 13¢€ 5 9.6 30€
(3 58%)  (54.9) (6.8) 9,7) (451  (8.3) (10.5)  (74.3)
1°de Maio 10€ 21.t 23.2 10€
(& 50%)  (100) (265 (165 & n.a. n.-a. (25.7)

| 274 8.C 14.¢ 13€ 5 9.8
Tota (66.5) (17.6) (14.4) (45.1)  (8.3) (10.5) 412

A distribuicdo por grupo etériesta representada na Figura 4rificou-se uma maior
frequéncia de adultos em 1° de Maiakela 19). Relativamente a idade observou-se uma

diferenca significativa na frequénciaentre os le¢pr 0.000 - Teste de Mann- Whitney).

O periodo entre o inicio dos sintomas e a ida adrGele Saude variou entre 1 a 7 dias
(média=2.6; DP=1.3), no total de pacientes obsewvads dois locais de estudo sendo que
a maioria foi observada dentro dos 3 primeiros.dias
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Boane 1° de Maio

18.3% 13.2%
n=56

0,
49.7% no1a

27.4%
59.4% n=29

n=63

n=98

m<5anos ®5-14 anos ®=>15 anos m <5anos = 5-14 anos® >15 anos

Figura 4 - Distribuicdo dos pacientes com malaria ndo complicadpor grupo etario
em ambos Centros de Saud@oane e 1° de MaiopL-arteméter-lumefantrina; ASAQ-

artesunato-amodiaquina; IQR-amplitude interquaiesvio padrao

Apesar do diferente enquadramento geografico nisslalcais de estudo ndo se registaram
diferencas no intervalo entre inicio das queixas ida ao Centro de Saude (p> 0.05).
Também néo se registou associacdo entre numeraaentes que referiu historia de
malaria no ultimo ano nos diferentes grupos et&ines dois Centros de Saude (p> 0.05).

4.1.2 - Caracteristicas clinicas e laboratoriais dopacientes incluidos no estudo

A febre (temperatura axilar >37,5°C) foi a printipganifestacdo de doencga, tendo sido
confirmada em 82.3% dos pacientes. Seguiram-séateiege a anorexia, as mioartralgias,
0s vomitos ea dor abdominal (Tabela 21). Comparanslodois Centros de Saude,
verificou-se uma maior frequéncia de cefaleia, exia; dor abdominal e mioartralgias nos

pacientes admitidos no 1° de Maio em relacdo a &(Eabela 21).
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Tabela 20 - Principais manifestacdes clinicas a adssdo () dos pacientes com

malaria ndo complicada (Boane e 1° de Maio)

Total(n=412) Boane (n=306) 1°de Maio(n=106)
(%) (%) (%)
Febre 82.3 82.4 82.1 1.000
Cefaleia 39.3 27.5 73.6 0.000
Anorexia 27.7 18.0 55.7 0.000
Mioartralgias 19.1 9.5 47.2 0.000
Vémitos 17.7 15.7 23.6 0.076
Dor abdominal 12.4 9.5 20.8 0.003
Diarreia 12.1 11.8 13.2 0.730
Desidratacéo 9.4 9.8) 8.5 0.847
Esplenomegalia 5.6 6.2 3.8 0.464
Ictericia 3.6 3.6 3.8 1.000
Hepatomegadlia 2.2 2.6 0.9 0.457

Na Tabela 20 séo apresentados os valores obseremdo® relativos aos principais
resultados laboratoriais em Boane e 1° de Maio.

O parametro mais prevalente foi a anemia com 743¥/412), sendo que 20.8% destes
pacientes apresentavam anemia muito grave (vesifatagdo dos tipos de anemia, sec¢cao
3.1.5. de Material e Métodos). Em Boane registasar@46 (40.7%) pacientes com anemia
e em 1° de Maio 62 (58.5%). A anemia ligeira f@ngicativamente mais prevalente
(p=0.026) no 1° de Maio, enquanto a anemia moddmdaais prevalente (p=0.029) em
Boane. Relativamente a anemia grave nao se registdiferencas significativas entre os
Centros de Saude.

A trombocitopénia (ver classificacdo dos tipos dembocitopénia, seccdo 3.1.5. de
Material e Métodos) foi registada em 58.7% (242)4d@ total de pacientes, ndo se tendo
registado diferencas significativas entre os deigtros. A maioria dos pacientes (cerca de
65%) em ambos 0s centros apresentou trombocitopgeie (Tabela 21).
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Tabela 21 - Principais parametros laboratoriais a dmissdo (@) nos pacientes com

maléria ndo complicada em Boane e 1° de Maio.

Total(n=41 Boane 1°de Maio
Parémetros Classificacao 2) (n=306) (n=106) p
% % %
Ausente 25.2 19.6 41.5 0.000
Ligeira 13.8 12.7 16.9 0.026
Anemia Moderada 45.4 51.3 28.3 0.029
Grave 15.6 16.3 13.2 0.726
Ausente 41.3 41.8 36.6 0.691
Ligeira 37.9 37.9 37.7 0.249
Trombocitopénia  Moderada 11.2 11.1 11.3 1.000
Grave 8.7 7.8 11.3 0.311
Muito grave 0.9 1.3 0 0.575

Em ambos os Centros de Saude tanto a trombocispgmderada como grave
apresentaram frequéncias aproximadas ente 7.8% .&011A forma mais grave,

correspondente a contagem de plaquetas <23l xB® foi observada em 1° de Maio.

No que respeita as densidades parasitarias, 1%itefM o centro onde se registaram as
densidades mais elevadas, sendo que 41,5% dositeacapresentavam +++3* 100.000
parasitasg/l de sangue (ver seccao 2.1.4) a admissado. Pelcadonem Boane a frequéncia
deste grau de parasitémia apenas se registou &% 2f)s pacientes e aqui a densidade
mais prevalente foi de +++ (20.000 a 99.999 paskitde sangue (ver seccéo 2.1.4) com

36,3% dos casos.

Quando analisado o perfil clinico dos pacientes &mC a admisséo e tendo em conta o
grupo etério, verifica-se que a frequéncia das festasicoes varia com a idade, salientando-
se uma maior frequéncia da febre e anemia nasgcagaxb anos e da cefaleia, anorexia e
mioartralgia no grup@l5 anos. Ao exame fisico, a hepatomegalia e esplegdlia sé

foram observadas nos pacientes menores del5 anigseeicia foi observada em menos de

10% dos pacientes em todos os grupos (Figura 50A8k
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Figura 5 - Frequéncia das principais manifestacdedos pacientes com malaria ndo
complicada no dia da admissao (), de acordo com o grupo etario.
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4.1.3 - Evolucao clinica dos pacientes com malanig&@o complicada incluidos no estudo

A Tabela 22 ilustra o numero de pacientes admitamsstudo (em {¢) versusos que
terminaram o seguimento {§), dado que todos os doentes adimitidos emeljressaram
para controlo em P Dos 412 pacientes que iniciaram o tratamento enB384 (93.2%)
compareceram ao controlo noisDEm 1°de Maio 18,9% (20/106) dos pacientes nao
compareceu para controlo emusDcomparativamente a Boane onde apenas faltaram 8
(2,6%) pacientes (Tabela 22).

Todos os doentes regressaram efmelDi4 sem sintomas de malaria e sem parasitémia
excepto dois. Estes pacientes, com 3 e 10 anodadie,i provenientes de Boane e que

haviam sido tratados com ASAQ, regressaram enoM persisténcia dos sintomas.
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Tabela 22 - Pacientes com maléaria ndo complicada ruitidos ao estudo em Pversus
0s que terminaram o seguimento (BR). Do: dia do internamento; D controlo ao 7° dia,
D14: controlo ao 14° dia.

Boane 1°de Maic
Pacientes admitidos DO D14 DO D14
n=306 n=298 n=106 n=86
(%) (%) (%) (%)
Sexo

Masculino 50.0 50.7 54.7 58.1
Feminino 50.0 49.3 45.3 41.9

Grupo etario (anos)
<5 49.7 50.3 13.2 14.0
5-14 30.0 32.2 27.3 27.7
=15 16.3 17.5 59.5 59.3

O exame microscopico da lamina revelou persistédeiaparasitémia (posteriormente
confirmada pela técnica de PCR). Estes pacientemnfdratados com quinino. Nas
amostras dos pacientes com parasitémia enfoEam efetuados marcadores de diversidade
parasitaria (Anexo 7) ndo se tendo observado difesegendtipos dB. falciparumentre
Doe Dr.

Dado que os valores de hemoglobina e a contagemplaifisetas constituem os parametros
hematolégicos de grande relevancia em mat&rt& 7 uma andlise descritiva das médias
da hemoglobina e plaquetas nas trés avaliacogsD{De Dis),foi efetuada aos pacientes
com MnC seguidos nos dois Centros de Saude, comuafde ilustrar a tendéncia em

resposta ao tratamento (Anexo 8, Figura 6).

Os valores absolutos de hemoglobina e das plagueggistados em @ variaram
respetivamente entre 5.1 g/dl a 16.9 g/dl (médiD4 + 2.3) e 12.000 a 550.000 x’/10
(média = 150.000 £+ 91.5). Na Figura 7 encontrageresentada a evolucdo destes

parametros nas trés avaliagtes, ([Dr e Di4) em cada um dos grupos etérios (<5 anos, 5-14
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anos e215 anos) segundo o tratamento (AL ou ASAQ) e ldoagstudo (Boane ou 1° de
Maio). Os valores de hemoglobina e plaquetas deirarseguimento dos pacientes es D
D7 e Diamostrou uma tendéncia similar nos trés gruposacstéainto em Boane onde foram
efetuados os dois tipos de tratamento, como ene IMalo, onde apenas foi efectuado

tratamento com AL (Figura 6).

Boane 1° de Maio
13 13 .
% A: AL B:ASAQ 13 C: AL
< 1 12 T
)
3 { 12 l
[~ 11 T T 3
£ I . * 4l r 1 11 : i I
2 l f 3 I T | 1 1
— 10 = 10 L i Jr 10 3
& i I I t 1
E 9 T 9 I { 9
= 8 8 8
DO D7 D14 DO D7 D14 DO D7 D14
g, 0 D: AL 400 E:ASAQ F: AL
= 350 350 ) 400 I
[} T
S 300 z T 300 t 2 a3 ! I
=~ * i ! 300 /4 ;
> 250 /& & 250 T : 0D /A b
e 200 / + B 200 L 1 y
g 150 7 f 20 &
o &
2 : 150 : 150 i L
S 100 £ 100 100 t I
-':—1q _ 5-14 anos
=™ 50 50 50 >15anos
0 0 0
DO D7 D14 DO D7 D14 DO D7 D14

Figura 6 - Evolucdo dos valores médios de hemoglobi e plaquetas nas trés
avaliacOes efetuadas aos pacientes com MnC seguiéos Boane e 1° de MaidDo, dia
do internamento; B controloao 7° dia e 1) controlo ao 14° dia. Para as observagdes de

cada caso representa-se a média terro padraodlolarexro).
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Em Boane néao foi observada diferenca significadios valores de hemoglobina entre DO e
D7 excepto nas criangas com 15 ou mais anos tsatasa ASAQ (p <0.005) (Figura 7 B).
Ainda em Boane, entre;De Dis registou-se uma tendéncia de subida dos valores de
hemoglobina sendo esta, apenas significativa nestds tratados com AL (p <0.005)
(Figura 6 A) e nos menores de 5 anos tratados cBAA(p <0.005) (Figura 6, B).

Em 1° de Maio registou-se uma tendéncia de desloslaalores de hemoglobina entre DO
e Du4 para todos 0s grupos etarios, excepto nos doeoitesl5 anos entre Pe Dis onde se
registou uma tendéncia (nao significativa) paraaperacao dos valores de hemoglobina
(Figura 6, C).

Relativamente a média da contagem de plaquetandéricia na recuperacao foi idéntica
em todos 0s grupos etarios, tratamento e locatidesado dos pacientes (p <0.005) (Figura
6 D, E e F), tendo sido registada uma subida sogiiva entre @ e D; (atingindo valores
fisioloégicos) seguida de estabilizagdo dos valeregse [ e Di4 (p <0.005) (Figura 6 D, E e
F).

De seguida, nos pacientes com MnC seguidos em Bdanefetuada uma andlise
descritiva das médias da hemoglobina e plaqueasrés avaliacdes (DD7 e Dis) € nos
trés grupos etarios (<5 anos, 5-14 aned® anos) como forma de ilustrar a tendéncia em
resposta a cada um dos dois tratamentos ACT us@do® ASAQ. Esta analise foi

efetuada separadamente nos diferentes grupos (A)éigura 7).

A evolucéo dos valores de hemoglobina e plaquetgsils uma tendéncia idéntica para
ambos os tratamentos (AL ou ASAQ) nos trés grupasos (<5 anos, 5-14 anos>&5
anos) (Figura 7). No grupo <5 anos verificou-se a@scida ndo significativa dos valores
de hemoglobina, entreoD; e uma subida significativa entre;-D14 (p = 0.000) tanto
nospacientes tratados com AL, como nos tratadosABSAQ (p = 0.012). No grupo entre
5-14 anos verificou-se uma descida ndo signifieathla hemoglobina entreodd7 em
ambos os tratamentos e uma subida en#B®i que foi significativa (p = 0.000) para o
grupo de pacientes tratados com AL. No grupo et anos, verificou-se uma descida

dahemoglobina entreotD7, significativa (p=0.011) para o grupo de paciemtagdos com
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ASAQ e uma subida entre7iD14, que foi significativa para o grupo tratado com AL
(p=0.015).

Boane
i3 13 13 s
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Figura 7 - Evolucdo dos valores de hemoglobina e guuetas nas trés avaliacdes
efetuadas aos pacientes com MnC seguidos em BoabBe, dia do internamento;
controlo ao 7° dia e 12, controlo ao 14° dia. Para as observactes deceatdarepresenta-se

a média zerro padrao (barras de erro).
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4.2 - Estudo da malaria grave

O estudo dos pacientes com maléaria grave (MG)efalizado no Servico de Urgéncias do
Departamento de Pediatria do Hospital Central dpuitadurante os meses de Fevereiro e
Marco de 2012. Com base nos critérios estabele@dlas OMS para a definicdo de MG
(seccdo 1. 5.2), foram incluidos neste estudo B2&ptes com idades entre os 8 meses e
0s 14 anos, provenientes diretamente do domicilioreferidos de outras unidades

sanitarias da cidade ou provincia de Maputo.

4.2.1 - Caracteristicas dos pacientes incluidos estudo

As caracteristicas dos pacientes com MG incluidasstudo encontram-se resumidas na
Tabela 23.

Tabela 23 - Caracteristicas dos pacientes com maiargrave incluidos no estudo da

maléria grave.

n=129
%
<5 60.5
Idade (anos) >5 39.5
Média (DP) 4,5 (3.1)
Sexo Masculino 63.6
Feminino 36.4
Domicilio 55.0
Proveniéncia da cidade 36.4
da provincia 36.4
< 3 dias 79.1
Inicio dos sintomas >3 dias 20.9
Média (DP) 3 dias (1.8)
Nenhum 16.3
Tratamento prévio Antipiréticos - °8.9
Tratamento tradicional 21.7
Antibiotico 3.1
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Oitenta e duas criancas eram do sexo masculino @go4sexo feminino, com a seguinte
distribuicdo etaria: 78 menores de cinco anos erfife 5 e 14 anos. Do total, 55.4%
provinham de casa e as restantes vinham referelasitdas unidades sanitarias da cidade e
provincia de Maputo. O periodo entre o inicio dasifestacdes e a procura de cuidados de
saude variou entre 1 a 9 dias (média £ B88), sendo que 102 dos 129 pacientesforam
observados por um profissional de salude dentropdoeiros 3 dias apds o inicio dos
sintomas. Cerca de 22% dos pacientes apresentdsadmich de tratamento tradicional
prévio, com substancias de natureza ndo espedfiddehhum paciente tinha histéria de

tratamento anti-malarico convencional.

4.2.2 - Frequéncia das manifestacOes definidoras dealaria grave nos pacientes em

cada um dos grupos etarios.

Na Tabela 25 é apresentada a frequéncia das mntagdes definidoras de MG nos
pacientes admitidos, em cada um dos grupos etéanogy. As principais manifestacdes
foram a prostracdo (94.6%) e a dificuldade na altagio (90.7%), seguidas de alteracdo
do estado de consciéncia (Glasgoe®b) em 55.8% e anemia grave em 38.8%. Vinte e
quatro por cento dos pacientes apresentaram sieaisma ndo despertavel (Glasgaw),
compativel com o diagnéstico de maléaria cerebralYMCerca de metade dos pacientes
com convulsBes miultiplas (53%) apresentaram Glasipdevior a 11 nas 2 24horas
(p=0.000).

A desidratacao foi uma manifestacéo frequente vhdarem 41.0% (53/129) das criancgas.
Embora com uma frequéncia inferior a 20%, a dispneepatomegalia, esplenomegalia e
ictericia foram também identificadas nestes paeger® sangramento massivo espontaneo
como complicacdo da malaria foi observado em umiepte Nao foram recolhidos

registos sobre a avaliacdo do estado acido-base.

2A escala de Glasgow, é uma escala neurolégica grmite medir/avaliar o nivel de consciéncia de um
individuo. Avalia varios pardmetros aos quais sibwm pontuagdes que variam entre 3 e 15, sendo qu
valores abaixo de 11 correspondem a coma (sec2&).2.
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Quando analisadas por grupo etario, as manifedagiigcas e laboratoriais definidoras de
MG identificadas (Tabela 24), com excecao da aléerala consciéncia, ndo apresentaram

uma associagao estatisticamente significativa cograpos etarios analisad@s-0.007).

Tabela 24 - Manifestacdes definidoras de MG aprestudas pelas criancas admitidas
ao estudo em D

Total <5anos =5 anos
(n=129) (n=78)  (n=51) P
% % %
Prostracao 94.6 97.4 80.4 0.112
Dificuldade na alimentacéo 90.7 89.7 92.1 0.763
Alteragdo da consciéncia (Glasgow<15/1f  55.8 36.5 70.6 0.007
Anemia (Hgk5 gr/dl) 38.8 41.0 35.3 0.581
Malaria cerebral (MC) (Glasgost 1 23.2 21.8 275 0.529
Convuls®es multiplas>@/24 horas) 23.2 29.5 13.8 0.054
Dificuldade respiratéria 19.4 24.4 11.7 0.11
Ictericia 10.0 9.0 11.7 0.766
Hipoglicémia (<2.2 mmol/l) 6.2 7.7 3.9 0.478
Sangramento massivo espontaneo 0.7 100 0.0 1.000
Hemoglobindria 0.0 0.0 0.0 n.a
Insuficiéncia renal 0.0 0.0 0.0 n.a
Colapso ou choquecirculatério 0.0 0.0 0.0 n.a
Edema pulmonar (radiolégico) 0.0 0.0 0.0 n.a

4.2.3 - Principais manifestacdesque levaram a prom de cuidados de saude dos

pacientes com maléria grave.

As principais causas de procura de cuidados deesdas criancas admitidas ao estudo
foram a febre que foi referida por 100% dos paegntendo posteriormente sido
confirmada em 89.1% dos casos, seguindo-se a @gastrem 94.6% e a dificuldade na
alimentacdo em 90.7%. Mais de metade dos pacié6té8o queixaram-se de pelo menos
um episédio convulsivo. Os vémitos, a diarreia ela abdominal foram referidos
respetivamente por 60.5%, 43.4% e 20.9% dos pasieA tosse foi referida em 20.2%
dos casos enquanto a cefaleia e as mioartralgrasnf@s queixas menos prevalentes
(Figura 8).
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Mioartralgias [ ] 4,7
Cefaleia [ ] 18,6
Tosse [ ] 20,2
Dor abdominal [ ] 20,9

Diarreia | 43,4
Convulsdes | 56,6
Vomitos | 60,5
Dificuldade na alimentacéo | 90,7
Prostracéo | 94,6
Febre | 100
0 20 40 60 80 100 120

O Prevaléncia (%)

Figura 8 - Principais causas da procura de cuidadoge saude nos pacientes com
maléaria grave admitidos ao estudo.

4.2.4 - Estudo dos achados laboratoriais nos pactes com maléaria grave durante o

internamento.

4.2.4.1 - Achados hematologicos e bioquimicos em B em I3 nos pacientes com

malaria grave

A frequéncia dos achados laboratoriais na malaeaeeg(MG) € apresentada na Tabela 25.
A admissdo (b), a maior parte dos pacientes apresentou-se comsifganias entre 2 e 3
cruzes (respectivamente entre 5.000-19.999 e 2®9®®9 parasitas/pl de sangue) e cerca
de 22% tinha mais de 4 cruzesX00.000 parasitas/pl de sangue). Dos 129 incluiti®s
pacientes (8%), tinham 1 cruz (1-4.999 parasitds/jghngue), um dos quais resultou em
Obito nas primeiras 24 horas.
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Tabela 25 - Frequéncia dos achados laboratoriais e e em 3 nos pacientes com

maléria grave. * Sem avaliagdo em D3

DO (n=129) D3 (n=124)
Resultado % %
+ 7.8 3.2
Densidade parasitaria  ++ 34.9 1.6
+++ 31.8 0.0
++++ 25.5 0.0
Ausente 7.8 14.5
. Ligeira 10.9 19.4
Anemia Moderada 23.3 46.7
Grave 19.4 19.4
Muito grave 38.6 0.0
Ausente 16.2 12.9
. Ligeira 33.3 62.9
Trombocitopénia Moderada 233 17.7
Grave 23.3 6.5
Muito grave 3.9 0.0
Macrocitose 78.3 78.2
Leucocitose 20.9 6.5
Leucopenia 3.8 0.8
Hiperbilirrubinémia conjugada 3.8 *
Outros parametros Hiperbilirrubinémia ndo conjugadi 23.3 *
laboratoriais Aumento da AST 13.2 *
Aumento da ALT 8.5 *
Aumento da ureia 25.6 3.2
Aumento da Creatinina 0.0 0.0
Hematuria 6.2 *
Proteinuaria 2.3 *

A maior parte dos pacientes (92.2%) apresentou ianesando a anemia muito grave
(Hgb<5g/dl; seccao 3.1.5) o tipo mais prevalerggistado em cerca de 40% dos pacientes.
A trombocitopénia foi observada em 83.8% dos paegerDestes, cinco pacientes (3.9%)
apresentaram trombocitopénia muito grave (seccBd)3Um Unico paciente desenvolveu
um quadro de sangramento expontaneo agudo e resutabito nas primeiras 24 horas.
Neste paciente o valor de plaguetas registadogf@2d000 x 19l. O aumento do volume
plaguetario médio foi observado em 78.3% dos paeseiiRelativamente a funcéo hepética
registou-se uma hiperbilirrubinemia predominanteimemdo conjugada em 85.7% dos

pacientes. O aumento das transaminases (AST e AdiTregistado respetivamente em
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13.2% (17/129) e 8.5% (11/129) dos casos, send@mgueenhum caso o valor maximo foi
superior ao triplo do valor normal de referénciaa®nento dos niveis de ureia plasmética
foi observado em 25.6% dos pacientes, com um vadximo de 12 mmol/l. Em relagédo a
creatinina, ndo foram registados valores acimamdenialo normal. A hematiria e a

proteindria apresentaram frequéncias abaixo de 10%.

4.2.4.2 - Evolucéo do grau de parasitémia nos pantes com maléaria grave durante o

internamento

Durante o periodo de internamento foi efetuada @awvaiacdo das parasitémias aos
pacientes nos quais foi possivel obter resultadwa pma analise sequenciada. Em 47
pacientes foi possivel recolher informacao refereny, D1, D2, D3 e Dy, cujos resultados
sdo apresentados na Figura 9A. Analisando apendia®©® D3 e Dy foi possivel recolher
dados referentes a 114 pacientes (Figura 9B). Bm5Dpacientes ainda apresentavam

parasitémia positiva e no dia 7 todos os avaliéoi@sn negativos.
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Figura 9 - Evolucdo da parasitémia dos pacientes ©p maléaria grave durante o
periodo de internamento(A- resultados dos pacientes avaliados e, D., D3 e Dy,

B- resultados dos pacientes avaliados enDbe D).

4.2.4.3 - Avaliacdo dos parametros hematolégicos dtiferentes graus de parasitémia

De acordo com alguns autdf88, algumas alteracbes hematoldgicas caracteristiaas
infecdo peloPlasmodiunsdo influenciadas pela densidade parasitaria. Adsinefetuada
uma comparacao entre os diferentes niveis de fEragiapresentados pelos pacientes com
malaria grave em ®e 0s respetivos parametros hematoldgicos estud@dosalores na
Tabela 26 representam a mediana das avaliacOesgdagrarametro. Nos pacientes deste
estudo com MG nado foram encontradas alteragcOedfigadivas entre as diferentes

densidades parasitarias e os valores dos pararhetmeologicos em {Tabela 26).
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Tabela 26 - Parametros hematoldgicos em diferentesveis de parasitémia

Parasitémia

+ ++ +++ ++++
Hgb (g/dl) 6,2500 5,2000 7,8000 6,0000
HCT (%) 18,250 16,800 25,100 18,900
MCYV (fl) 77,7500 78,7000 78,3000 77,0000
MCH (pg) 24,9500 24,7000 25,2000 25,6000
MCHC (g/dl) 32,6500 32,1000 32,0000 32,7000
RDWcv (%) 16,3000 16,4000 16,2000 16,3000
Plaquetas (x18/1) 71,00 83,00 56,00 68,00
MPV (fl) 10,1000 9,8000 9,4000 9,6000
PDW 13,3500 13,1000 12,8000 13,5000
Leucdcitos totais (x16/) 7,4500 8,7000 8,2000 9,7000
Neutréfilos (x10°/1) 3,8000 4,4000 4,0000 5,5000
Linfocitos (x10%/1) 3,2000 2,3000 2,3000 2,3000
Mix (x1C/1) 1,1500 0,8000 0, 6000 0,8000

4.2.5 - Evolucéo do estado de consciéncia dos patés com malaria grave

A avaliacdo do nivel de consciéncia dos paciemésriados com malaria grave esta
representada na Figura 10. Verifica-se que comgéxcde um paciente, dos 124 pacientes
que recuperaram da maléaria, todos 0s restantesempagam-se ao 5° dia um nivel de
consciéncia normal3lasgowscorel5/15)
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Figura 10 - Evolucdo do estado de consciéncia dosgentes com malaria grave

determinado pela escala de Glasgo{Glasgow scorg

4.2.6 - Estudo dos pacientes com malaria cerebral

No grupo de pacientes internados com MG, 30 (23B#)jam o diagndstico de malaria
cerebral (MC), 70% dos quais foram do sexo mascublio total, 56.7% tinham menos de
5 anos e 43.3% entre 5 e 14 anos. Neste grupoawgas com MC foram registados 5
Obitos, tendo todos ocorrido em criangas menorésal®s e nas primeiras 24 horas apds o
internamento. A Tabela 27 apresenta a frequénaadoados laboratoriais & admisséo nos

pacientes com MC.
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Tabela 27 - Frequéncia dos achados laboratoriais @dmissdo e 3 dias apos
internamento em pacientes com malaria cerebral*Sem avaliagdo em D3; AST:

aspartato aminotransferase; ALT: alanina aminoteaase.

DO (n=30) D3 (n=25)
Resultado
% %
+ 10.0 12.0
Densidade parasitaria ++ 36.7 8.0
+++ 40.0 0.0
++++ 13.3 0.0
Ausente 10.0 44.0
. Ligeira 3.3 28.0
Anemia Moderada 43.4 20.0
Grave 20.0 24.0
Muito grave 23.3 4.0
Ausente 16.7 44.0
L Ligeira 40.0 40.0
Trombocitopénia Moderada 26.6 16.0
Grave 16.7 0.0
Muito grave 0.0 0.0
Macrocitose 83.3 80.0
Leucocitose 19.4 0.0
Leucopenia 0.0 0.0
Hiperbilirrubinémia conjugada 19.4 *
. Hiperbilirrubinémia ndo conjugadi 9.7 *
Outros parametros Aumento da AST 22.6 *
laboratoriais Aumento da ALT 16.1 *
Aumento da ureia 25.6 7.6
Aumento da creatinina 0.0 0.0
Hematuria 9.7 *
Proteindria 6.5 *
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4.2.7 - Estudo do polimorfismo na posicao 371 do me RNAse3 potencialmente
associado a gravidade da doenca.

A maléria cerebral é o resultado mais grave dacé@ideporP. falciparume uma das
principais causas de morte em criancas com menasnde anos de idade. O presente
estudo teve como objetivo estudar a possivel assientre o polimorfismo G371C e a
ocorréncia de MG e/ou CM num grupo de criancas dpub (Anexo 9). Foi incluido um
grupo controlo de 46 pacientes com malaria ndo toaga (MnC). Na Tabela 28
encontram-se descritas as caracteristicas geraspdoientes incluidos no estudo do

polimorfismo do gen&NAse3

Tabela 28 - Caracteristicas gerais dos pacientescloidos no estudo do polimorfismo
do geneRNAse3. MC: maléria cerebral; MG: outros critérios de mial&grave; MnC:
malaria ndo complicada; Hgb: hemoglobina; *nimerpeecentagem de pacientes com

anemia muito grave (hemoglobina <5g/dl); DP: depadrao em relagdo a média.

MC MG Mnc
(n=30) (n=99) (n=46)
dad 50 o >
ade (anos) (DP=3.8) (DP=2.9) (DP=2.6)
s i 21 62 25
exo masculino (70%) (62.6%) (54.3%)
7.7 6.7 9.3
Hgb (g/dI) (DP=2.6) (DP=2.9) (DP=1.7)
. 7 44
Anemia grave (Hgb <g/dl) (23.3%) (44.4%) na
Score Gl 7.4 14.1 15
ore Glasgow (DP=1.9) (DP=1.2) (DP=0.0)

GenotipdRse3 (%)

CC 36.7% 40.4% 47.8%
CG 40.0% 49.5% 34.8%
GG 23.3% 10.1% 17.4%
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Os pacientes com MnC, MG e MC, incluidos nestaepdd estudo constituem parte da
amostra de pacientes incluidosnas seccbes 3.1.3.22 do nosso trabalho. As
caracteristicas dos grupos MC, MG, MnC, os valdescore Glasgow e a ocorréncia do
polimorfismo G371C, foram comparadas pelo test®lden Whitney. As diferencas foram
consideradas estatisticamente significativos se0f®5 No total 129 pacientes foram
classificados como portadores de malaria graveeoebcal (MG ou MC) no momento da
admissao (b) e tipados com sucesso para a posicdo 371 doRAse3 Os pacientes
com MG e/ou MC tinham idade compreendida entre-Q4anos (média de 4.5+ 3.1)e 0
grupo de pacientes com MnC entre 2-12 anos (mé&l&adl+ 2.6). Entre os pacientes com
malaria grave (MG), 30 apresentavam critérios d&maacerebral (MC) (score Glasgow
<11), os restantes 99 tinham outros critérios démaagrave (OMS, 2010) (secc¢éo 1.4.2).
A idade dos pacientes para cada um dos 3 grupos Me MnC) variou entre 0.75 e 14
anos, sendo que as médias foram idénticas (ANQ*A,395) nos 3 grupos (Tabela 28).
Como esperado, o genotipo GG foi relativamente meaggalente nos pacientes com MC
do que nos pacientes com M@=0.049) ou com MnCpE 0.376) embora ndo tenha
atingido significancia estatistica.

Assim, mesmo 0s pacientes que apresentavam MQwvZoe com gendtipo homozigético
GG (n=17), apresentaram wsooreGlasgow mais baixo que os portadores do genétipo C
(n=51) (Figura 11), embora esta relacdo ndo temtengado significancia no teste de
Mann-Whitney p = 0.195).

Do total de 129 pacientes diagnosticados com MG E¥6 no momento da admissaaoo(D
51 (39.5%) apresentavam anemia grave (AG), com umdia de 4.3+0.9 g/dl de
hemoglobina. O gendtipo GG foi menos prevalente pexsentes com AS do que nos
pacientes sem AS (p=0.747).
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15+

10+

Soae de Jasgow

S5

p =0,195
C'C C'G G'G

Genotipo RNAse3

Figura 11 - Associagcdo do polimorfismo 371G>C com wivel de consciéncia (score

Glasgow) nos pacientes com maléria grave e malarigerebral. As linhas horizontais

representam a média dos valoresdareGlasgow.
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4.3 - Estudo de polimorfismos genéticos de. falciparum associados a

resposta aos ACTs em Maputo.

4.3.1 - Frequéncia de polimorfismos no gergmdr 1.

O estudo da frequéncia dos polimorfismos genétimmgenepfmdrl (N86Y, Y184F e
D1246Y) associados a resposta aos ACTs foi realinaediante analise do ADN isolado a
partir das amostras de sangue recolhidas de pesigatticipantes nos estudos referidos
nas secgdes 3.1.2 e 3.2.2. As amostras de ADNdladdoram extraidas de sangue colhido
antes do tratamento antimalarico, pelo que ndo asiderou relevante analisar em
separado as amostras provenientes de pacien@dosatom AL e com ASAQ. O numero
de amostras, bem como a frequéncia relativa de qadianorfismo encontram-se
discriminados por grupo de pacientes no Anexo 16. aostras foram analisadas
separadamente por local de proveniéncia (Boan€ de Maio); por gravidade da doenca
(MnC ou MG) e finalmente em conjunto.

No que respeita ao grupo de pacientes com MnC gee¢l.2), a frequéncia dos
polimorfismos N86Y, Y184F e D1246Y foi idéntica na®mostras provenientes de Boane e
do 1° de Maio (Figura 12).
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BOANE 1°* MATO
N."Y* N.'nf*
0 4% 15.4%
Y
NS6Y i
27.4% n
63.2%
T o FVF
Y184F
85 8%
Y E
48%  0.0%
D1246Y
95.2% P1.6u

Figura 12 - Representacdo grafica da frequéncia dgsolimorfismos no genepfmdrl
em doentes com malaria ndo complicada, analisada psgadamente em amostras

provenientes de Boane e 1° de Matoinfe¢cdes mistas.
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No que respeita ao grupo de pacientes com MG (se8¢&2), foram analisadas 139
amostras de ADN, nas quais s0 foram pesquisadpslimsorfismos nos codaos 86 e 1246
(Figura 13). Em relacdo ao coddo 1246 né&o foi tedeco alelo 1246Y simples ou em
infecdo mista com 1246D, provavelmente devido adofala sua frequéncia ser baixa

(como observado na Figura 13) e apenas terem salisadas 30 amostras para 0 mesmo.

MnC MG
NrY* N+
_ 12.6% 13.4%
14.1% Y
NSsY 15 4%
73.2% 69.2%
YF*
F
0.3%
22.7% :
Y184F
d-
77.0%
Y Diy* - D/Y*
24%  0.9% e 0%
D1246Y 'a ll
D D
06.7% 100%

Figura 13 - Representacdo grafica da frequéncia doolimorfismos no gene
pfmdrlanalisada separadamente em amostras provenientes deentes com malaria

ndo complicada e malaria graveMnC, maléria ndo complicada; MG, malaria grave*
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Nado foi encontrada diferenca estatisticamente fiigtiva (teste de ¥ p<0.05 para
0=0.05) na frequéncia dos polimorfismos N86Y e DIP4&@étre o grupo de pacientes com

MnC e o grupo com MG (Anexo 8).

No geral a frequéncia dos polimorfismos no gefmdrlem Maputo encontra-se resumida
na Figura 14. A identificagdo dos polimorfismos N8&184F e D1246Y foi realizada por
PCR-RFLP. Devido a problemas experimentais e téspioem sempre se obtiveram
resultados para todas as amostras. Assim, do det@mostras analisadas o sucesso de
amplificacdo e analise foi respectivamente de 96.B%4 e 76.5 para os coddes 86, 184 e
1246. Neste estudo o polimorfismo N86 (selvagemyelwepfmdrlencontrado em 72.1%
das amostras foi 0 mais prevalente. Contrariamerdéelo mutante 86Y foi encontrado em
proporcdo mais baixa quer isoladamente (14.5%noinéecdo mista com o N86 (13,5%).
Em relac&o ao polimorfismo Y184F, nas 348 amostadsadas para este codao apenas foi
identificada infecdo mista em uma amostra, sengwoaorcdo de amostras com alelo
mutante, cerca de 1/3 das amostras com alelo s®iva@7%). Das 367 amostras
analisadas para o codao 1246, 3 eram infecoessn(iBt8%), 8 apresentavam a forma
mutante 1246Y e as restantes 268 (97.8%) possuialelmselvagem 1246D. Assim, em
Maputo, em amostras @R falciparumisoladas apés a introducéo dos ACTs como primeira
linha de tratamento no Pais, observamos uma eldxegizéncia dos alelos selvagens N86
e D1246 e moderada do alelo mutante 184F (Figura 14
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NSo6Y
F e
270 3%
YIS4F |
VY
77.0%
Y DIY*
22% 08%
DI1246Y
dn
97%

Figura 14 -Representacdo grafica da frequéncia dogolimorfismosN86Y, Y184F e
D1246Y no gengfmdrlem Maputo.*infecdes mistas.

Dado que a presenca do haplétipo N86-184F-D1246viedo a ser associada a resposta
aos ACTs, de seguida analisamos a frequéncia teremties haplétipos no gepémdrl A
frequéncia dos haplétipos foi analisada com basegamos de dois (86/184, 86/1246,
184/1246) e de trés coddes (86/184/1246). Os esmdtdesta andlise estdo representados

na Tabela 29. As infecbes mistas foram excluidaabise de haplétipos.
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Tabela 29 - Frequéncia de haplotipos dpfmdrl nos coddes N86Y, Y184F e D1246Y
em Maputo apés a introducao dos ACTs (2010-2012).

Codao Haplétipo Freq;‘enc'a
Yo
NF 28.6
86/184 YF 04
(n=293) NY 70.2
YY 16.0
ND 82.2
86/1246 NY 03
(n=309) YD 15.9
YY 1.6
FY 0.0
184/1246 FD 233
(n=330) YY 2.4
YD 74.2
NYD 59.2
NFD 24.8
NYY 0.4
86/184/1246 NFY 0.0
(n=282) YYY 1.8
YFD 0.4
YFY 0.0
YYD 135

Na andlise com base em dois coddes verifica-seogubaplétipos contendo os alelos
selvagens N86-Y184 (70.2%), N86-D1246 (82.2%) e 4¢DB246 (74.2%) apresentam
uma frequéncia muito superior destacando-se ddantes combinacdes (Tabela 29).
Embora em menor percentagem, todas as combinagi&s eepresentadas, excepto o

haplotipo com ambos os alelos mutantes 184F-1246Y.

Na analise dos haplétipos com base em 3 codfeseweaste a tendéncia para uma maior
frequéncia da combinacdo do haplétipo contendol@lssaselvagens N86-Y184-D1246

(cerca de 60%) seguida no entanto (em 24.8%), adicacdo de alelos associada a uma
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elevada capacidade de suportar altas concentraf®edsimefantrina por parte db.
falciparumo haplétipo N86-184F-D1246 (Tabela 29).

4.3.2 - Estudo comparativo da frequéncia dos polinmismos N86Y, Y184F e D1246Y
no genepfmdrl em Maputo antes e depois da introdugéo dos ACTs

O alelo mutante 86Y (associado a resisténcia ao@lidna) apresentou uma baixa
frequéncia e o alelo mutantel84F uma elevada freq@é%2 dos isolados) (Tabela 30).
Estes resultados estdo de acordo com o que veno seferido por outros autores
recentement@ 70 198, 199, 292-29%ndicando que a introducdo dos ACTs pode estitesar as

frequéncias destes polimorfismos. Assim, foi efadtu um estudo comparativo da
frequéncia dos polimorfismos antes e depois dadaogédo dos ACTs em Mogambique.
Para isso recorremos ao banco de amostras do ta@torde Malaria do IHMT, de onde
selecionamos um grupo de amostras de ADN de undeestalizado anteriormente em

Maputo, cujos resultados se encontram public&d8s

Para o estudo comparativo da frequéncia dos pdisnurs N86Y, Y184F e D1246Y no
genepfmdrlem Maputo antes e depois da introducdo dos ACEsrfancluidas no total
133 amostras colhidas colhidas entre 2003 e 20480eamostras colhidas entre 2010 e
2012 provenientes de pacientes com malaria por falciparum As amostras
correspondentes ao periodo 2003-2005 encontravagessatipadas para os coddes 86 e
1246. O coddo 184 foi genotipado durante o prestatmlho. A frequéncia de SNPs
individuais nos coddes 86, 184 e 1246 em 2003-200610-2012, incluindo as infecdes
mistas, € apresentada na Figura 15. Em 2010-20lxfegdes mistas foram menos
frequentes, tendo-se registado uma diminuicao ée &8 infecbes mistas para o codao 86

e mais de 80% para os codoes 184 e 1246.
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Figura 15 - Frequéncia dos polimorfismos nos coddeé6, 184 e 1246 do gerg@mdrl
antes e depois da introducéo dos ACTs em Mocambigueinfecbes mistas.

Verifica-se que o alelo do tipo selvagem N86 recopem frequéncia de 19.5% em 2003-
2005 para 72.1% em 2010-2012. Embora menos aceamh@sde o alelo selvagem D1246
também sofreu aumento em frequéncia (22,6%) em-2012 em relacdo ao periodo antes
da introducéo dos ACTs (2003-2005). Na posicdod&klo selvagem sofreu um ligeiro

decréscimo na frequéncia de 78.6% para 77.0% amboducdo dos ACTs (Figura 15).

Para examinar a significancia da variacdo tempaaalfrequéncias dos SNPs nos coddes
86, 184 e 1246, as infe¢cOes mistas foram analisalasonjunto com o polimorfismo néo
associado com a tolerancia aos ACTSs, ou seja,lo@ &Y foi analisado em conjunto com
as infecdes mistas NY, o alelo Y184 com as infe¢fe® o alelo 1246Y com as infecdes
DY (Figura 16). Assim, verificamos que os alelostigo selvagem N86 e D1246 sofreram
um aumento significativo em frequéncia apds a thtgdo dos ATCs em Maputo de 19.5%
para 72.1% (p<0,000) e de 74.4% para 97.0% (p<D,0&pectivamente. Quanto ao

mutante da posicao 184 (184F) associado com ataier aos ACTs, embora a frequéncia
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tenha subido ligeiramente apds a introducdo dos sSAQE 19.5% para 22.7%) esse

aumento nao atingiu niveis estatisticamente satifios (p=0.609).

120,0
100,0 97.0
80,0

60,0

% dos alelos

40,0

20,0

0,0

N86 148F D1246

=2003-2005 =2010-2012

Figura 16 - Variacdo temporal das frequéncias doslelos associados com a tolerancia
aos ACTs nos coddes 86, 184 e 1246 do gefmedr 1.

Neste estudo foi também analisada a variacao tethplar frequéncia dos diferentes
haplétipos com base em grupos de dois (86/184,286/1184/1246) e de trés coddes
(86/184/1246). As infecdes mistas foram excluidasuadlise de haplétipos. Os resultados

desta analise estdo apresentados na Tabela 30.

Na andlise com base em dois coddes verifica-seoqukaplétipos contendo os alelos
selvagens N86-Y184 59.4%, N86-D1246 82.2% e Y18248174.2% apresentam uma
propor¢cdo muito superior, destacando-se das restaoimbinacdes (Tabela 30). Embora
em menor percentagem, todas as combinacdes eptasartadas excepto o haplétipo com

ambos os alelos mutantes 184F-1246Y.

Na analise dos haplétipos com base em 3 codbeseweasé a tendéncia para a maior
frequéncia da combinacdo do haplétipo contendol@ssaselvagens N86-Y184-D1246

(cerca de 60%) seguida no entanto, da combinacd@leles associada a elevada
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capacidade de suportar altas concentracdes dedatrieh por parte dB. falciparum— o
haplétipo N86-184F-D1246 (24.8%) (Tabela 30).

Tabela 30 - Frequéncia dos haplotipos defmdrl para os coddes N86Y, Y184F e
D1246Y em Maputo, antes e depois da introducdo deCA's. Os numeros entre
parénteses representam o numero de amostras cmdespes a 2003-2005; 2010-2012.

Frequéncia
~ ” 2003-2005 2010-2012
Codao Haplotipo % %

NF 10.2 24.3

86/184 YF 8.2 0.3
(49;293) NY 12.2 59.4
YY 69.4 16.0

ND 27.3 84.4

86/1246 NY 1.3 0.3
(77:286) YD 64.9 13.6
YY 6.5 1.7

FY 0.0 0.0

184/1246 FD 20.8 23.3
(53;330) YY 7.5 2.4
YD 71.7 74.3

NFD 11.1 24.8

NFY 0.0 0.0

NYY 2.2 0.4
86/184/1246 NYD 11.1 59.2
(45;282) YYY 4.4 1.8
YFD 8.9 0.4

YFY 0.0 0.0
YYD 62.2 13.5
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4.3.3 - Determinacdo do numero de copias do gepfendrl

A estimativa do numero de copias do gghadrl foi efetuada apds a optimizacdo das
reacdes e validacdo do método PCR em Tempo ReallaiS¥BR Green (descrito na
seccdo 3.3.4 de Material e Métodos). Foram seladas aleatoriamente 99 amostras, nas
quais foi estimado o numero de copiaspdmdrl A linha descontinua do grafico permite
separar visualmente, os isolados em que foi deteatzais de uma coépia do gene (n° de
copias>2 indica mais de uma coépia). Nos clones 3D7 e @il2ricontrado o niumero de
copias do gene esperado: 3D7 1 copia e Dd2 4 ¢BBladNas amostras de ADN
provenientes das 99 amostras selecionadas, apamssentam um nimero de copias de
pfmdrlacima de 2, sendo que o0 maximo namero de cop@mtrado foi de 2,48 copias.
Pelo que consideramos que no geral ndo foram abisddados com alteracdo do ndumero
de copias do gergmdrlem Maputo.

|
t

9 n
s S

Figura 17 - Numero de coOpias do gengfmdrl estimado por RT-PCR usandoSYBR
Green |. Clones deP. falciparum circulos a cheio; Dd2 e quadrados a cheio: 3D¢ulos

abertos: isolados obtidos dos pacientes; linhaothtswia: n° de copias igual a 2.
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4.3.4 - Determinacdo da frequéncia dos polimorfisnsono genepfatp6é nas amostras

colhidas nos pacientes com malaria ndo complicadaneMaputo.

A pesquisa de mutagcbes no gengfatp6 (ID:PF3D7_0106300; PlasmoDB,
http://plasmodb.ony proposto como o principal alvo dos derivadosad@misinina foi

efetuada por PCR e sequenciacédo. Foram amplifiqaataBCR e sequenciadas, 3 regides
do pfatp6 que aqui designamos: fragmento 1, fragmento agnfento 3 (Anexo 11). A
escolha destas regides foi feita com base em estatderiores nos quias foram
identificadas mutacdes com possivel associacdo saetsbilidade aos derivados da
artemisinina: fragmento 1 incluindo o a.a. 263gfnanto 2 a.a. 623 e fragmento 3 a.a. 769
(220, 226) Nas amostras sequenciadas, ndo foram encontmadastacdes nos a.a. 263, 623
nem 769. No entanto no fragmento 2 na posicdo 56%dtetada a alteracdo do a.a.
asparagina (N, AAT) para lisina (K, AAA), ja antmnente descrita em Africa
nomeadamente em Zanzibar (com frequéncia de 368a) Eanzania (com frequéncia de
29%)Y?26), No nosso trabalho, em Maputo o polimorfismo N566Kdetectado em 6 das 15
amostras sequenciadas (correspondendo a uma foégudn 40%). No fragmento 3, a
mutacao sinénima para o a.a.isoleucina na posi@8a&TT -> ATA) foi detetada em 6
(6/9; frequéncia 66.6%). Ambas as mutacdes N56889@! tinham ja sido identificadas no
Sudeste-Asiatico, Africa e América do Sul (87, 228]). Quatro das amostras possuiam a
mutacdo em ambas posicdes 569 e 898 em simultAnead 11). Em Dezembro de 2013
foi publicado o trabalho de Ariey e colaboraddfé8 no qual se descreve identificacdo de
3 mutagcbes pontuais no gengfKl3 de P. falciparum (ID: PF3D7_1343700;
PlasmoDBittp://plasmodb.ong as quais fazem (desde 2014) parte da definigdo d

resisténcia e de suspeita de resisténcia proppstasOMS. Neste trabalho, os autores
puderam verificar que o gepéatp6 (quer nos clones selecionados por pressao dedarma
quer nos isolados de pacientes que demonstrar@ncial terapéutica) ndo possuia as
mutacdes que anteriormente haviam sido proposta® qmotencialmente associadas a
resposta a artemisinina. Dado que nas 15 amostadisadas ndo foi detetada nenhuma das
mutacdes depfatp6 anteriormente descritas como associadas com astespmle P.

falciparum a artemisinina (nomeadamente L263E, A623E e S768Ng¢m face a
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identificacdo do novo marcador molecular de res@& a artemisinina o genafK13
decidimos ndo prosseguir a analise das restantessti@® Nno que respeita aos

polimorfismos no genpfatpG
4.3.5 - Determinacao da frequéncia de polimorfismaso genepfK13

A partir de 2014, a presenca de mutacdes no g3 nomeadamente Y493H, R539T,
C580Y passa a fazer parte da definichoesesténciae desuspeita de resisténcfaopostas
pela OMS. Assim, foi estudada a presenca de pdignuos associados a resisténcia aos
ACTs no gene que codifica a proteikelch K13em P. falciparum antes e depois da
introducdo desta classe terapéutica, em Mocambigam isto, foram selecionadas 50
amostras correspondentes ao periodo posterioragigio dos ACTs (2010-2012) a partir
dos doentes com malaria ndo complicada referidegogéo 2.1. Um segundo grupo de 50
amostras correspondendo ao periodo anterior adimgfm dos ACTs (2003-2005) foi
aleatoriamente selecionado a partir dos doentesnoal@ria ndo complicada referidos na
seccdo 3.1. No ambito do trabalho realizado folisaxdo o genefK13 que codifica a
proteinakelch K13 para pesquisa de polimorfismos. A distribuicdpae&al e temporal

encontra-se resumida na Figura 18.

A identificacdo de polimorfismos foi efetuada pelomparacdo da sequéncia
nucleotidicadepfK13 de cada amostra com a sequéncia do gene da edtirpeferéncia
3D7. Nas nossas amostras néo foram observadodim®picmos C580Y, R539T, Y493H

e 1543T, quer nas amostras correspondentes aalpeaites quer depois da introducéo dos
ACTs.
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Figura 18 - Distribuicdo das amostras e polimorfisros estudados por localidade e em

cada periodo.

N&ao foram identificados polimorfismos nas amosisadadas antes da introducdo dos
ACTs em Mocambique. No entanto foi identificado domas amostras provenientes de
Boane isoladas ap6s a introducédo dos ACTs, um pdismo ndo descrito anteriormente
no aminoécido 494 (nucledtico 1480) (Figura 18pdbdmorfismo é ndo sindnimo e resulta
da substituicdo de uma guanina (g) por uma adef@haresultando na alteracdo do

aminoacido valina (V) para uma isoleucina (I).

As sequéncias dos fragmentos contendo polimorfiserlmsontram-se depositadas no
National Center for Biotechnology Informatiofnttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
com os codigos de acesso: KP262066 e KP262067.
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3.3.6 - Avaliacdo de polimorfismos genéticos de falciparum associados a resposta

aos ACTs nos pacientes que nao responderam a teragiéa no Dy

Quando analisados, os dois pacientes que apreaentaxame parasitologico positivo e
sintomas em D7 apoés tratamento com ASAQ (referitioseccdo 3.1.3), apresentaram
respectivamente genoétipo misto (N/Y) e mutante péya a posicdo 86 dpfmdrl e
selvagem para as posicoes 184 (Y) e 1246 (D). Quaotnumero de coOpias do gene
pfmdrl, os mesmos apresentaram 1 cépia. A analise do i revelou um alelo

selvagem (idéntico ao clone 3D7).

Tabela 31 - Genotipos apresentados pelos dois padis de Boane que revelaram

sintomas e parasitémia positiva em D7.

Pacientes Genotipopfmdrl Ne°de pfK13
86 184 1246  °oPas
1° N/Y Y D 1

alelo selvagem
20 Y Y D 1 (idéntico ao clone 3D7
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Discussao

Em Mocambique a maléria é endémica em todo o paia maioria das regides, a sua
transmissé@o ocorre ao longo de todo o ano, atingmgonto mais alto durante a época
chuvosa. As atividades de controlo da malaria e ganontam da década de 50. Em 1982
foi criado o Programa Nacional de Controlo da Mal&PNCM), cujos objetivos
especificos se centram na prevencao e erradicacéoahca. Atualmente, de acordo com
dados do Ministério de Salde, embora haja uma &eddas taxas de frequéncia, a malaria
continua sendo a principal causa de mortalidadehogpitais, respondendo por cerca de
30% de todos os 6bit3%" 285)

O problema da maléaria € complexo e inclui aspespedficos ligados ao hospedeiro, ao
vetor e ao parasita. Estudos ligados a estas aémagmportantes para a implementagéao
com sucesso de medidas ideais de tratamento eolmor@omo forma de contribuir para
estes objetivos, no presente trabalho foi feitaraaterizagdo clinica e evolutiva de dois
grupos de pacientes com malaria (1-malaria ndo beosmda e 2- malaria grave). Esta
pesquisa envolveu também a determinacdo da freguéhe mutacbes em genes
potencialmente associados a resposta aos farmalizedos para o tratamento da malaria,
em particular as associagdes com os derivadostelaisinina, cujo uso como tratamento
de primeira linha da malaria em Mocambique foi iado em 2006. Em funcdo dos
objetivos iniciais e das linhas de trabalho rediiza a discusséo dos resultados deste

trabalho sera apresentada em trés sub-capitulos.

5.1 - Estudo da malaria ndo complicada

O estudo clinico da malaria ndo complicada inchdultos e criancas e foi realizado em
dois, o Centro de Saude de Boane, localizado nuee gemi-urbana da Provincia de
Maputo, e o Centro de Saude 1° de Maio localizaslacentro da cidade de Maputo.
Durante o periodo de estudo a percentagem de pexieom maléaria foi mais elevada no
Centro de Saude de Boane do que Centro de Saudie Waio. Embora este resultado

possa denotar a existéncia de maior frequéncia @laria nesta zona, este facto pode
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dever-se a existéncia de uma elevada densidaddapmmal que reside a volta desta
Unidade Sanitaria e a ela recorre. Contrariamen@entro de Saude 1° de Maio localiza-se
no centro da cidade e possui a sua volta vario®®ebm a mesma fung¢édo. Além disso
este centro encontra-se proximo a dois Hospitaimi&€Hospital Geral de Mavalane e

Hospital Geral de Chamanculo) e de um Hospital @eiiHospital Central do Maputo),

dotados de servicos de especialidade em pedifscid, que para além de explicar a menor
frequéncia, também pode explicar a menor afluédeiariancas em particular neste ultimo

centro, relativamente a Boane.

Em geral, as principais caracteristicas clinicas ifacdo peloP. falciparum séo
semelhantes as de outras doencas infeciosas eesagie estas ndo diferiram das descritas
por outros autoré¥? 303) A febre foi a queixa mais comum e a principalszada procura
de cuidados clinicos em todos os grupos etariosre&do em maior percentagem nas
criangas. A frequéncia de outras manifestacOes amfadeia, anorexia e mioartralgias foi
registada maioritariamente no grupo acima dos DS, dacto que pode estar relacionado
com a menor capacidade de expressdo das criancaselagéio aos adultos. A
hepatomegélia e a esplenomegélia foram observadabagxas percentagens e s6 em
criancas, o que estad de acordo com os resultadosuties estudos clinic§g" 395)
Adicionalmente a baixa frequéncia da esplenomegalite ser explicada pela reducéo dos
ataques repetidos de malaria na populacdo estéifadaneste caso, 0os poucos casos
observados podem estar relacionados a uma sitagg@ia transitdria e ndo a uma situagao
de hiperreactividade como a que € normalmente itlesamo consequéncia de episédios

repetidos de malarfg®),

Os distarbios hematolégicos na malaria envolvendo paincipais linhas celulares
(eritrécitos, plaquetas e leucocitos), sdo recadlesccomo caracteristicos da infe€&d®

307, O perfil destas alteragcbes pode variar com o Indee endemicidade; fatores
demogréficos e de imunidade; com o estado nutati@n ainda com a presenca de
distrbios genéticos nas populad®®s3°®) Embora a auséncia de valores laboratoriais de
referéncia especificos para a idade nas diferdotadizacdes geogréficas torne dificil

quantificar o seu significado clinico, as alterac@®matolégicas na malaria aguda, em
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particular a anemia e a trombocitopénia, sdo dasacbmo as mais comuns e em conjunto

com os dados clinicos, podem auxiliar na suspeitabacio da resposta terapéutita

Adiminuicdo transitéria da hemoglobina tal como roeo ao 7° dia nos pacientes deste
estudo tem sido descrita em pacientes tratadoscoonbinacdes a base de artemisinina
verificando-se de seguida uma subida gradfua®Em Mogambique estdo descritas
elevadas frequéncias de anemia na populacdo infaekacionadas sobretudo com a
desnutricdo crénica, parasitoses intestinais edoggdo precoce de alimentacdo nééta
Contudo, embora desconhecendo os valores iniciaishemoglobina pré infecdo na
populagdo estudada, os resultados mostraram urned@dignificativa da anemia com o
tratamento, mesmo nas criancas abaixo dos 5 anostatelo o efeito positivo do
tratamento. A recuperacdo da anemia apoés tratanoamo as combinacbes a base de

artemisinina foi também descrita mais recentemgot@utros autorés?),

Estudos realizados em diferentes locais apreserdganitados heterogéneos, indicando a
complexidade das alteragbes hematoldgicas na malériorma que estes ndo devem ser
generalizados e a abordagem deve ser dirigidardeafespecifica para cada local. Além
disso este tipo de andlise ndo distingue os efpitmgocados pela maléria e os resultantes
de possiveis efeitos adversos de cada tipo de agddic Assim esforcos devem ser
dirigidos para se obter e compilar a informacaevdés estudos em diferentes locais, que

possibilitem uma analise sistematizada.

Embora seja uma complicacdo comum em infecOesrizaws, virais e por protozoarios, a
trombocitopénia é descrita como sendo muito maiguiente nas infe¢cdes causadas Pelo
falciparund?0 307. 312, 313) Em alguns casos a reducdo das plaquetas atingis bastante
baixos mas que em geral ndo se associam a sangoaamenmdf?- 313 314) Tipicamente a
trombocitopéniaocorre precocemente e melhora aldiazsapods o inicio do tratamento tal

como observado neste est{$8G1°)

Ha mais de duas décadas a hiperparasitémia foidevada pela OMS como um critério de
malaria gravé'® 317) A relacdo entre a densidade parasitaria e admdei da malaria,

permanece um facto controverso e merecedor deasstudis profundos uma vez que se
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tem observado que alguns individuos com graus @édsvde parasitémia ndo desenvolvem
complica¢des, enquanto outros com parasitémias fpaisas desenvolvem quadros
fataigs1”- 318) O desenvolvimento de imunidade clinica e parl@gjica para a malaria é
marcado pela capacidade de controlo da doenca assimo da densidade parasitaria.
Apesar de as principais caracteristicas da imueidaatural adquirida para a malaria
estarem definid&¥9), pouco se sabe sobre os seus mecanismos submcandensidade
parasitaria esté ligada a doenca, e embora o niohegrarasitas quase certamente contribua
para a mesma, outros fatores, como por exemplesgmstas associadas a presenca de
citocinas pro-inflamatdrias, desempenham um pappbitanté4. Em areas endémicas, a
doenca como tal muitas vezes ndo se associa aodgraarasitémia, mas ambas tém
relacdo com a idade dos pacientes. Nestas areamurddade € adquirida lenta e
progressivamente ap0s estimulos antigénicos cdastadeterminados por infecOes
repetidas o que pode reduzir a gravidade dos sagognas complicagdes. Em criancas
muito expostas, a parasitémia elevada pode ocoaeauséncia de sintomas clinicos
aparentes e nestas criangcas a maior complicagimamh-se sobretudo com a anemia. Por
seu turno, os adultos raramente apresentam panast@ltas densidade, mas quando o
fazem, os sintomas parecem ser mais graves doguetea em criangas com densidade
igual 420, Adicionalmente, a densidade de parasitas nalag&a periférica, medida por
avaliacdo microscépica de esfregacos de sangueseemre reflete a carga parasitaria,
uma vez que os parasitas maduros podem estar gagossem orgaos profund&d. No
presente estudo, a proporcdo de pacientes com maiwidade parasitaria (acima de
100.000 parasitas/minfoi de 9%, dos quais nenhum apresentou sinai®uhplicacdes.De
acordo com os resultados globais obtidos no esdodgpacientes com MnC, verificou-se
gue todos os pacientes observados no dia de aoi(iPa) apresentaram-se sem sintomas e
com parasittmias negativas. Relativamente a volugde valores dos parametros
hematoldgicos estudados, esta seguiu uma tendé@oiica para ambos os tratamentos em
todos os grupos etarios estudados (AL ou ASAQ) cexiucdo da anemia e melhoria das
contagens plaquetérias, refletindo uma boa respastduas combinagbes terapéuticas
usadas.
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5.2 - Estudo da maléaria grave

Nos ultimos anos registaram-se avancos considerénecompreensdo, da patogénese da
malaria, tendo-se tornado evidente que a maldasegé uma doenca complexa, muito
semelhante a sep$fd Diversos fatores exercem influéncia no desenwwvito de
complicacdes clinicas na malaria entre os quaisivel de endemicidade, grau de
imunidade e perfil clinico-laboratorial da populagstudad&?). Como descrito por outros
autores, os resultados deste trabalho mostramsgoenaplicacdes graves da maléaria por
falciparum envolvem principalmente trés principais sistemameadamente o sistema

nervoso central, o sistema hematopoiético e onsestespiratori§e: 99 322)

Embora a febre represente um sinal importante aenmnstrado neste e em varios outros
estudo8? 8% 78, 323) 3 clinica da malaria grave, varia desde maniféss inespecificas e
ligeiras que se confundem com as de outra infeg@@so ocorre na malaria néo
complicada, até complicacdes que levam a morte emcqtempo, principalmente nos

casos da infecdo pela espéeidalciparunt®: 99:323)

As alteracdes neurolégicas constituem um grupo itapte na maléaria pd?. falciparum,
sendo maléria cerebral a alteracdo mais grave rneigal causa de Obitos em criancas
menores de cinco arfé377 %) Na avaliagdo dos pacientes com malaria grave siavieita
uma distingdo entre os pacientes com “alterac&mdsciéncia” e 0s que apresentam sinais
de “malaria cerebral’”, dado que embora o tratamémitdal seja similar em ambos os
grupos, os pacientes com malaria cerebral est@itagija um pior prognosticd %) Na
nossa andlise verificamos que mais de metade (958 pacientes admitidos com
maléria grave apresentaram alteracdo da conscién2a3% foram classificados como
padecendo de malaria cerebral segundo os critdgfinidos pela OM&). Dos Obitos
registados todos tinham malaria cerebral. Todow$kicorreram em criancas menores de
5 anos e nas primeiras 24 horas apdés a admissdos @stes que concordam com o0s
descritos por outros autof® Embora todos os casos fatais tenham recorridoidade
sanitaria dentro dos primeiros trés dias aposawimios sintomas é recomendavel que em

particular nas regibes endémicas, perante a misumspeita, 0 despiste da malaria seja
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efetuado precocemente, uma vez que a evolucdofparas graves pode ocorrer em
poucas hord®.

As convulsfes constituem uma manifestacdo comumataria porP. falciparume neste
estudo registaram uma elevada frequéncia tants antao apos a admisséo. Estas, muitas
vezes estdo associadas ao coma e a malaria cerelsdb uma importante causa de
admissdo aos hospit& 326) Em geral, a maioria das convulsdes nas criancageo
associada a febre na auséncia de comprometimentoldgico, apresentando um bom
prognostico imediat®?). No entanto crises convulsivas mdltiplas ocorremitas vezes
como resultado de encefalopatia difusa devenddgsor ser distinguidas das convulsées
febris da infancia uma vez que, além do mau prdgmdsmediaté®?®) estas podem

desenvolver sequelas a longo pf&Zd

Em relacdo a anemia, aproximadamente 40% dos pesieam maldria grave apresentou
anemia grave com niveis de hemoglobina inferiorés gldl & admissédo. Este namero
aumentou durante o internamento de forma que wahdet61.1% dos pacientes admitidos
necessitou de pelo menos uma transfusédo de adspdemonstrando o efeito do parasita
da malaria sobre a hemolise dos eritrocitos e sabezlucdo da hemoglobina plasmatica.
Alguns estudos tém demonstrado elevadas taxas dalis@de por anemia em criancas
com malaria grave particularmente nas mais pequédzsxo de 5 anos), sendo esta
complicacdo considerada, uma das maiores causamididade, de hospitalizacdo e de
mortalidade na Africa sub-Sahari&fie*8 328 329 Neste estudo, tal como ocorreu com 0s
pacientes com malaria ndo complicada, apds o teatmverificou-se uma subida dos
niveis médios de hemoglobina. Contudo a interpaetatesta subida deve ter em conta o
facto de que algumas criancas foram submetidasftrsdes de concentrado de eritrocitos

durante o periodo em que permaneceram internadas.

Embora ndo seja um critério de maléaria grave, mhazitopénia é uma das complicacdes
mais comuns na malaria pé. falciparuné!'d. Neste estudo, a trombocitopénia, foi
registada & admissdo em 84.2% das criancas, tenderificado uma importante melhoria

das contagens plaquetarias apds o inicio do tratamgé de salientar que o Gnico paciente
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que teve sangramento macico possuia um nivel dgigiles de 82.000 x ¥Denquanto
outros pacientes com contagens abaixo deste ni&el apresentaram sangramento,
apoiando a hipétese de que além do efeito quantifafatores qualitativos ligados as
plaquetas podem ser determinafifés Um outro fator proposto como protetor do
sangramento nos casos de trombocitopénia pareee edhcionado com a resposta
medular. A admiss&o foi registado um aumento daraelmédio das plaquetas (VPM) em
94% das criancas com malaria grave, sugerindo quibbestacdo compensatéria de
megaplaquetas é provavelmente um fator importaata p manutencdo da hemostase e
pode explicar a baixa frequéncia de sangramentcs pecientes com malaria e

trombocitopénig?!? 313 330)

Na maléaria varios resultados controversos tém sitlitados em relacdo aos leucécitos
incluindo leucopénia e leucocitd&e 307 313) Apesar dos resultados controversos alguns
estudos associam a leucocitose a malaria grave emao prognosticdét® 331

Adicionalmente tem sido demonstrada a presencaoautante de leucocitose e bacterémia

na malaria gravé® 332-33%)associando-as ao aumento da mortalig&de>)

O envolvimento pulmonar na maléria € uma situagawegque se manifesta pela sindrome
de desconforto respiratdrio agudo (SDRA) clinicateandistinguivel da que ocorre em
outras infecdes sistémicas ou pulmon@e®”’) Um achado consistente é a sua rapida
melhoria com o tratamento antimalarico apropri#idloA tosse e a dispneia nos pacientes
estudados foram manifestacbes comuns e apresentakdhoria com o tratamento.
Contudo, uma vez que estas podem resultar de ocwrasorbilidades, na auséncia de
outros exames especificos (hemoculturas e aval@dg@stado acido-base) e pelo facto de
todos os pacientes terem sido submetidos a amibjm desde a admissdo, do mesmo
modo que para a leucocitose, torna-se dificil avadi causa real do comprometimento

respiratério.

As alteracdes hepaticas na maléaria sdo comuns éfestam-se principalmente por
ictericia, hepatomegalia e elevacédo normalmentzates do nivel sérico das transaminases.

A ictericia € menos comum nas criancas em relagé@dulto$®. As suas causas incluem
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principalmente hemdlise e colestase resultantegaides mecanismos patogéni€és6).
Afrequéncia da ictericia neste estudo ndo difeaudéscrita por outros autofés Ndo se
registaram niveis de transaminases clinicamenteessiugs de lesdo heptotocelular
apoiando a sua baixa frequéncia na malaria coatna@mnte ao que ocorre em outras

infecdes como por exemplo na hepatite (#Atel® 337)

Embora a les@o renal na maléria fporfalciparumseja mais frequente em relagédo as
infecBes pelas outras espécieshtesmodium ainda assim, esta raramente causa quadros
de insuficiéncia renal agud®: 339 A insuficiéncia renal aguda na malaria é mais wom
nos adultos e em regides de baixa transmissdo oosndoeste asiatico e o subcontinente
indiand’® 72, No presente estudo embora se tenham registadnsatgsos de hematdria e
proteindria denotando provavel lesdo da membraomejular ou de néo foi observado

nenhum caso de insuficiéncia renal.

A hipoglicémia é uma situagdo comum nos pacienbes malaria grave, sobretudo em
crianca®%7l). Os seus sintomas classicos podem resultar deebtpaulacdo do sistema
nervoso simpatico (sudorese, taquicardia, fragueziaor, ansiedade) e/ou da alteracdo da
funcdo do sistema nervoso central (alteragdo dacdmcia, convulsdes, alteracdo da
postura) o que faz com que muitas vezes estesiiegncdam com os sintomas da mal&fia

8 Ao contrario de outros estudos realizados emcAfmos quais se encontraram
frequéncias elevadas de hipoglicédtfie embora uma elevada percentagem de criancas
tenha apresentado vomitos e dificuldade alimemtesfe estudo observou-se uma baixa
percentagem de criancas com hipoglicémia. Uma aagdio para esta baixa frequéncia de
hipoglicémia pode dever-se ao facto de muitas casmeceberem unb6lus” de glicose a
10% (5ml/Kg) logo a sua chegada nas unidades sasitsobretudo quando estdo graves

e/ou quando necessitam de ser transferidas.

Atualmente em Mocambique a malaria e as infecoegupistas associadas a infecédo pelo
Virus de Imunodeficiéncia Adquirida (HIV) estdo renfas principais causas de morte.

Embora os estudos relativos a malaria e HIVnaonsejanclusivos, dados sugerem a

existéncia de uma interacdo entre estas duas gat®lque interfere com 0s seus cursos
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clinicod3*Y, De acordo com alguns autores, a coinfecdo maldHaaumenta a gravidade e
mortalidade da malaria em criancas e ad{ft6¥'*) Uma vez que estas duas patologias
(maléria e HIV) sdo atualmente as mais prevaleateausam as mais elevadas taxas de
mortalidade em Mocambique estudos mais aprofundadbse a sua interacdo seriam

recomendados.

Neste estudo constatamos que 21.7% das criancasnedénia grave apresentaram uma
histéria de medicacao tradicional antes da prodareuidados hospitalares. Este facto pode
indicar que muitos pacientes provavelmente aingdaraéonhecem os sinais de alerta da
malaria ou ndo estdo conscientes do perigo quercdaepresenta. Por outro lado, fatores
culturais podem atrasar a procura precoce de cosdde satude convencionais, facto que,
para além de atrasar a chegada aos hospitais,spdedios pacientes aos efeitos
desconhecidos das “terapias” tradicionais. Na ri@afdor P. falciparum a progresséo das
complicacdes pode ser rapida, produzindo mau psigoedde tal forma que todos os
pacientes deveriam ser avaliados e tratados lognieio dos sintomas como forma de

reduzir a mortalidade.

Existem evidencias de aumento da atividade dos@isi sem pacientes com malaria
cerebral (CM), independentemente do seu numerdubsm plasm@*). Adicionalmente,
a proteina cationica do eosindfilo (ECP, codificp#do geneRNAse} possui atividade
citotoxica podendo matar protozoarios e outros eoiganismais vitro?%9-253) e tem sido
associada a patogenia da mal&tie?5t 255 256)0 polimorfismo de nucleétido tinico G371C
no geneRNAse3 resulta na substituicdo de uma arginina (R) poa ureonina (T) e

suprime a citotoxicidade de ECP.

Polimorfismos de nucledtidounico (SNPs) em proteitzdificadas pelo gene da RNAse3
mais precisamente o polimorfismoc374G que resulta emsubstituic&d aminoéacido

arginina (R) pela Treonina (T) (R124T) foiassocedsusceptibilidade a maléaria
cerebrdf>%). Assim a andlise de polimorfismos neste gene ged®rnar uma ferramenta

essencial para estudos de susceptibilidade a mgi&@ve.

No nosso trabalho, como esperado, o genotipo G@efaiivamente mais prevalente nos
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pacientes com MC do que nos pacientes com lg#®,049) ou com MnCpE 0,376)
embora ndo tenha atingido significancia estatisiiza forma idéntica os pacientes que
apresentavam MG e/ouMC e com genétipo homozigd#G também apresentaram um
Glasgow scorenais baixo que os portadores do genoétipg €fibora esta relacdo também
nao tenha alcancado significancia £ 0,195). Este facto pode dever-se ao facto do

reduzido nimero de doentes da nossa amostra 3éedaam MC.

5.3 - Estudo de polimorfismos genéticos dB. falciparum associados a

resposta aos ACTs em Maputo.

Nos Ultimos anos tem-se registado uma diminuic&gnifstativa damorbilidade e
mortalidade associadas a malaria na maioria dasepaindémicé®). Esta reducéo é
atribuida em grande parte aos esforcosde contlekiacando-se a melhoria nas medidas
de prevencado e a implementacdo de terapias conasirdelelevada eficacia baseadas nos
derivados da artemisinina (AC3)34%) Entretanto, apesar de se tratar de uma doenca
evitavel e tratavel, a malaria continua a ser uamge problema de satide no mufldJm

dos principais fatores que contribuem para estedgrdesafio € o surgimento e propagacao

da tolerancia/resisténcia do parasita a variosnafdiricos, incluindo os ACTg2 199, 293)

Nos paises endémicos em geral, as politicas danteato contra a malaria tém sido
regularmente alteradas em funcdo do surgimental@adias terapéuticas resultantes do
desenvolvimento de estirpes resistentes aos devargomalaricos na populacéo parasitaria.
Um dos resultados esperados com estas mudanca&s éngonjunto com outras medidas
sobretudo profilaticas, se possa garantir um ctinteficaz e duradouro da malaria no
mundo. Contudo, historicamente, a medida que nfarosacos vao sendo introduzidos, o
perfil molecular dos parasitas responde rapidamegemudancas de pressdo dos
antimalaricos, através daselecdode polimorfismogtgms resultando em sensibilidade
reduzida aos mesnié-348)
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Tendo em vista que ja foram registados indiciosrethicdo da eficacia aos ACTsno
Sudeste Asiético, teme-se que tal como aconteasuosofarmacos anteriormente usados
como a cloroquina (CQ) e a sulfadoxina+pirimetarf®®y, a eficacia dos ACTs nado seja

duradoura, o que na auséncia de farmacos altessaté/pode transformarnuma catastrofe.

A resisténcia de. falciparumaos ACTs foi recentemente documentada na Tailandia
Camboja, Myanmar, Laos e Vietng&pn?279. 280; 349, 350)Eyiidéncias histéricas mostram que
estirpes resistentes &e falciparumse disseminaram para o continente africano ar olarti
sudeste asiati€®?, como foi o caso da CQ e &P 352 Em consonancia com este facto,
existem relatos dediminuicdo das taxas de cura Hem Africd®53 354 e defalhas

terapéuticas em relacdo ao ASA®364)

A adequada cura clinica e parasitologica da mapiiies ACTs, relaciona-se com o efeito
terapéutico do derivado da artemisinina (semivathizida), que permite a rapida reducao
da biomassa parasitaria mas também do farmaco actrapte de acdomais prolongada
responsavel pela subsequente eliminacdo dos parasgiduai®®”). Da mesma forma que
ocorreu com 0s restantes antimalaricos, a pressasel@cao exercida pelos ACTs néo
impede o desenvolvimento e propagacdo de marcadi@e®sisténcia a artemisinina,
particularmente se na regido ja houver resistéamsaantimalaricos usados na combinacao,
resultando em aumento do risco de falha terap&&tfeaAssim, infecGes que ocorram apos
eliminagcédo da artemisinina, enquanto a droga coexdlairse mantém em circulagdo, podem

selecionar parasitas resistentes &%3ta
5.3.1 - Polimorfismos no genpfmdr1

Atualmente as duas combinagcbes mais comumentezad@s no mundo Ssé&o
oartemetedumefantrina (AL) e o artesunatmodiaquina(ASAGQJ®®. Embora a eficacia
ajustada de ambas permaneca elevada na maiodpartegid€d®6-368) dados indicam que
0 desenvolvimento de polimorfismos em alguns geled’. falciparumnomeadamente o

gene pfmdrl estdo associados a diminuicdo da sensibilidademadiaquina e a
lumefantrin&6®: 370)

115



Discussao

Em Africa varios estudos tém documentado os pofistaps no gengfmdrl sobretudo
apos terapia com AP0 263, 293, 371) O genepfmdrl e particularmente, os polimorfismos
pontuais (SNPs), resultando numa alteracdo de @ciohm nos coddes 86 (N86Y), 184
(Y184F), e 1246 (D1246Y) foram associadas a alfmwmcna susceptibilidade de.
falciparuma varios medicamentos, incluindo aos AC€™Ps!98. 199, 299 njcialmente, estes
SNPs enmpfmdrl foram associados com a resisténcia a cloroquigd) €a amodiaquina
(AQ)19%), Por exemplo, a mutacqdmdrl 86Y tem sido associada a resisténcia &'€Q
212) e sugere-se que o haplétipo 86Y-Y184-1246Y faivavelmente selecionado pela
utilizacdo de AQ em regimes de monoterapia, estgmayavelmente associado ao
aumento do risco de falha terapéutita?®)

Embora os SNPs nas posicoes 1034 e 1042kl tenham sido relacionados com a
modulagdo do fenotipo de resisténcia, estes sicopoequentes em Afri€8? e por essa

razdo nao lhes foi dada preferéncia neste estudo.

No presente trabalho foram estudadas as frequédom$SNPs e dos haplétippgmdrl
N86Y, Y184F e D1246Y na area de Maputo no periddd22012, (correspondente a5 a7
anos apos a introducédo dos ACTSs). A elevada fremja@lo tipo selvagem N86 (72.1%) e
D1246 (96.9%) e o ja moderado aumento da frequé@wiemutante 184F (23%) esta de
acordo com os resultados de varios estudos emafffid 70 198, 199, 292-299)

Na analise comparativa efetuada com as amostraglaslna mesma regido (Maputo),
antes da introducdo dos ACTs (2002-2003 ou pré-AG/Esificou-se que houve um
aumento estatisticamente significativo da frequemms alelos do tipo selvagem N86 e
D1246 associados a alteracdo da sensibilidade dsifzaa lumefantrina. Além disso, o
periodo pré-ACTs caracterizou-se por elevada fregjaédo mutante 86Y e do tipo
selvagem Y184 (Figura 16). A reducdo da frequénicia86Y e reversdo para o tipo
selvagem N86 sugerida como o primeiro passo patalesmdcia a lumefantrind3+®)
verificada apés a introducdo dos ACTSs, ja havia sidservada em Mocambique em dois
recentes estudos realizados respectivamente nésgies de Inhambane e G&%a348)
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Em Mocambique os alelosmutantes 86Y associados sistéecia a cloroquina
aproximaram-se da fixacdo atingindo 74,7% em 2Q086do reduzido para 31% em
2010348, E possivel que esta alteracdo tenha resultademdgfo dapressdo da
cloroquinaapds a introducdo dos ACTs, como ocorreuMalawi3’®. A reversdo do

pfmdrlpara o tipo selvagem no coddo 86 (86N) predispgeossitas ao desenvolvimento
de resisténcia a lumefantrff®®, um facto preocupante, uma vez que o AL é actuskne

tratamento de primeira linha na maioria dos pafsesAfrica sub-Sahariana incluindo
Mocambique. Adicionalmente, o aumento da press&ocEla pelo tratamento com AL
pode influenciar a eficacia da combinacdo a nigglonal como anteriormente visto em

Mocambique com o Fansid&e).

No que respeita a analise dos haplotipopfdedr], os resultados estdo de acordo com o0s
de outros estudos em Africa onde as frequéncisagtdtipo 86Y-Y184 também eram altas
antes da introducdo dos AGY§ 170, 198, 199, 292-299)|stg sugere que a reducdo deste
haplétipo (86Y-Y184) apos a introducdo dosACTSs piodicar que 0 mesmo ndo confere
vantagem de adaptativa sob pressdo exercida p&ds3Y). Um estudo na Tailandia
sugeriu que a selecdo do haplétipo N86-184F foivgrelmente causada pelo
artesunatg’®),

Em Africa descrevem-se duas variantes principaibaggotipospfmdrl mais comumente
selecionadas emtrésresiduos de aminoacidos: N8684¥eD1246Y. O haplotipoYYY
esta associado a diminuicdo da sensibilidade @sideguinolinas e tem sido selecionado
pela AQ ou C@§72 293,373, 376 o hapldtipo NFD associado a diminuicdo da séitkide
do parasita aos aril-aminoalcoois como a mefloqouna lumefantrina. A frequéncia deste

deste haplétipo tem sido observada em areas onoeditagcdo AL é amplamente
usadgjo, 194, 198, 199, 37_7)

No presente estudo, a andlise da frequéncia dasstrhaplétipos de N86Y, Y184F e
D1246Y na populacdo de Maputo em 2011-2012 margevema maior frequéncia dos
alelos selvagens NYD (aproximadamente 59.2%) e moderada frequéncia do haplétipo

NFD (24.8%) que confere d®. falciparumuma maior capacidade para suportar elevadas
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doses de lumefantrina indicando uma selecdo sigifiee dos mesmos no periodo apés
implementagcdo dos ACTs. Em geral, os nossos résdltda frequéncia dos SNPs de
pfmdrlséo consistentes com os do estudo referido anterige realizado em Inhambane,
no qual a frequéncia do hapl6tipo, Unico mutanteDYdiminuiu significativamente de
2009 para 2010, enquanto a frequéncia do hapldiipoo mutante NFD aumentou

significativamente no mesmo peri¢id.

Estas constatacGes ndo indicam para ja um potersgalimediato de falha clinica com o
tratamento com AL. O haplétipo NFD em particulard@oser considerado como um
“marcador” de maior tolerancia ao AL indicando uwaatagem de sobrevivéncia destes
parasita§4). No entanto, apesar de o AL continuar eficaz emcAfe em Mocambique,
estes resultados sugerem que este ndo é suficemtemobusto para evitar a selecédo de
mutante8%) particularmente em Mogambique onde foi usado ahisénte como segunda

linha, mas que faz parte do tratamento da mal@oeacomplicada desde 2004.
5.3.2 - Amplificacéo do gen@fmdrl

No Sudeste Asiatico, estudostém mostradoqueaaogulifo do gemqpéFmdrlse correlaciona
com a faléncia terapéutica a meflogiifd Mais recentemente, a amplificacdodeste
genefoi também associada a resisténcia a lumefantiitro®’®.Nas amostras analisadas
nesteestudo foi detectado o aumento donumero desc@m 3 isolados, apoiando a
hipétese de que a amplificacibmdrl é rara em Afric&8:379) Qutros autores encontram
em Africa amplificacdo do n° de copias piendrl superiores as encontradas no Nosso
estud&*® 378) Esta aparente discrepancia pode também deves-sat-off usado pelos
diferentes autores para considerar aumentodo n°caj@as. No nosso trabalho
estabelecemos o cut-offde 2. Recentemente um estnwhoisolados dd°. falciparum
provenientes de Africa ndo encontrou correlacaeenaumento do n® de copiaspdendrl

eo 1Go (medida de susceptibilidade vitro) nem com o tempo médio de eliminacdo da
parasitémi&’® No referido estudo, Ngalah e colaboradores usaratodulogia baseada
em RTPCR idéntica a usada por nés, no entantoedstain ccut-offa>1.75. Se aplicado

aos nosso resultados, 8 doentes apresentariammentudo n° de copias géndrl
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5.3.3 - Polimorfismos no genpfatp6

Nas 15 amostras analisadas nao foi detetada nentdama mutacbes depfatp6
anteriormente descritas como associadas com astaspeP. falciparuma artemisinina
(nomeadamente L263E, A623E e S769N). Em Dezembr20dd?32 foi identificado um
novo marcador molecular de resisténcia a artemisini gengfK13. Nesse trabalho, os
autores puderam verificar que o ggrfetp6 (quer nos clones selecionados por pressao de
farmaco quer nos isolados de pacientes que deracarstifaléncia terapéutica) ndo possuia
as mutacoes que anteriormente haviam sido propostas potencialmente associadas a
resposta a artemisinina. Assim, decidimos nestedeshdo prosseguir a analise das

restantes amostras no que respeita aos polimodismgengfatpa
5.3.4 - Polimorfismos no genpfK13

Em Dezembro de 2013 foi publicado o trabalho deyAg colaboradoreéd®? no qual se
descreve identificacdo de 3 mutacbes pontuais me gEK1l3 de P. falciparum (ID:
PF3D7_1343700; PlasmoDBp://plasmodb.ong as quais fazem (desde 2014) parte da

definicdo de resisténcia e de suspeita de resiatprapostas pela OMS.

Os SNPsY493H, R539T e C580Y identificados como gemdmarcador molecular de
resposta aos ACTs nado foram identificados nas aasostoladas antes ou depois da
introducdo dos ACTs em Mocgambique. No entanto dentificado, em duas amostras
provenientes de Boane isoladas apos a introducg@é@ds, um polimorfismo ndo descrito
anteriormente no aminoacido 494 (nucleotico 14&)yura 18). O polimorfismo € nado
sinbnimo e resulta da substituicdo de uma guamghadr uma adenina (a), resultando na

alteracdo do aminoéacido valina (V) para uma isofeft).

O SNP nao-sindénimo V494l é adjacente ao codado maraaolecular de resisténcia aos
ACTsY493H. Além disso, o V494| foi identificado enuas amostras coletadas em
Mocambique apoés a introducdo dos ACTs. Mocambigtee lecalizado na Africa Oriental,

uma regiao reconhecida como sendo um dos prindipeas de entrada e disseminacao de

parasitas resistentes a antimalaricos na Africa-saabiana, provenientes do Sudeste
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Asiaticd18), A mutacdo V494l por nos identificada em Mocambigdio esté identificada

no Sudeste Asiatico, embora especulativo, justifiaéor atencao.
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Conclusoes e Perspetivas Futuras

O presente trabalho incluiu trés capitulos nos qjmiam estudados aspetos clinicos e
moleculares associados a malaria.

Os resultados desta investigacdo revelaram uml pHrfico da malaria ndo complicada
com predominancia de febre, anemia e trombocitapéerificou-se uma baixa frequéncia
de esplenomegalia e hepatomegalia que foram evatkEasc apenas nos pacientes com

idade inferior a 15 anos e uma baixa frequénciatdeicia em todas as faixas etarias.

Embora devido a algumas limitagbes enfrentadasabalho de campo, a monitorizacéo da
parasitémia nos pacientes com malaria ndo complisddenha sido efetuada ao 7° e ao 14°
dias, de acordo com os resultados globais obtidosstudo, verificou-se uma resposta
adequada pelo menos até ao dia 14 nos dois greptvatdmento (artemeter-lumefantrina
ou artesunato-amodiaquina) com auséncia de sinfomashoria dos parametros

hematoldgicos estudados e auséncia de parasitériif alia.

Apenas 2 pacientes com malaria ndo complicadadbat@om ASAQ, apresentaram
sintomas e parasitémia ao 7° dia. Nestes paciarg@slise de marcadores de diversidade

deP. falciparumrevelou tratar-se da mesma infecao.

Os resultados revelaram uma maior frequénciaderimaéave em criancas menores de 5
anos de idade, na sua maioria vindas diretamentmihicilio e com uma média de 3 dias

de evolucgéo dos sintomas. Em geral os pacientesyaéria grave apresentaram um perfil
com predominio de febre, prostracao, dificuldadealiraentacéo, alteracdo do estado de
consciéncia, e anemia com Hgb < 5 mg/dl. Aproximaelste um terco dos pacientes

apresentou-se com malaria cerebral, com um scoasegBlh entre 4-10. Os 5 Obitos

registados ocorreram nas primeiras 24 horas apdsssé@b, no grupo de criancas com
malaria cerebral e em menores de 5 anos.

Em relacdo ao estudo de polimorfismos associadomlaria grave, ndo foi observada
associacao significativa entre o polimorfismo naig@o 371 do gene humano RNAse3 e a

presenca de maléria grave / cerebral.
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A avaliacdo da frequéncia de polimorfismos genétjpatencialmente associados a resposta
de P. falciparumaos ACTs revela que apoés a introducédo dos ACTs epud houve um
aumento significativo da frequéncia dos alelos 846D e dos haplétipos NFD e NYD

associados a tolerancia a lumefantrina.

No que respeita aos polimorfismos no g@fkl3 o marcador molecular recentemente
relacionado com o fendtipo de resisténcia a arieme nas amostras analisadas (quer
referentes ao periodo antes quer apos a introdiedCTs em Mogambique), ndo foram
identificados os polimorfismos anteriormente assdu$ a resisténcia aos derivados da
artemisinina no sudeste Asiatico. No entanto, erasdamostras (colectadas apos a
introducdo dos ACTSs) provenientes de Boane, faatileado um novo polimorfismo no
genepfk13(V494l1) ndo descrito até entdo.

Embora ndo haja indicios de reducédo da eficaciadabingdesbaseadas em derivados
de artemisinina, o perfil molecular @asmodium falciparurapresentado neste estudo em
amostras provenientes de Maputo indica a necessaadonitorizacdo regular de forma a

permitir a detec&o precoce de resisténcias eme&gent

Pretende-se pois que os resultados obtidos nefliaeapossam servir de base para futuros
estudos mais abrangentes. Assim, considera-se tamp@ra extensdo da analise dos
polimorfismos aqui estudados e de outros que eabnante venham a ser identificados a
outras regides do pais, de forma a permitir a detpgecoce de resisténcias emergentes e a
tomada de medidas atempadas.

Paralelamente medidas basicas como a divulgacdofatanacdo as poputées para o
reconhecimento das manifestaces da doenca e arpcecoce de cuidados de saude;
melhoria no diagndstico e tratamento adequado dasosc de malaria devem ser

incentivadas de forma a reduzir as mortes atrilisigvenalaria.
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Anexo 1

REPUBLICA DE MOGAMBIQUE

MINISTERIO DA SAUDE

COMITE NACIONAL DE BIOETICA PARA A SAUDE

Exma Senhora
Dra. Elsa da Conceicdo Lobo

Ref.224/CNBS Data 08 de Julho de 2009

Assunto: Parecer sobre “Estudo da eficécia terap@utica “in vivo” das
combinacdes baseadas em derivados da artemisinina, no tratamento de
malaria.”

O Comité Nacional de Bioética para a Salde (CNBS) analisou as correccdes
efectuadas no protocolo intitulado: “Estudo da eficacia terapuitica “in
vivo” das combinactes baseadas em derivados da artemisinina, no
tratamento da malaria ndo complicada em Maputo”, sobre 0 mesmo o
CNBS chegou a seguinte conclusao:

O CNBS ndo v& nenhum inconveniente de ordem ética que impeca a
realizacdo do estudo pelo que, dé a sua devida aprovacao.

Contudo, recomenda aos investigadores gue o mantenham informado do
decurso do estudo.

Faz notar que a aprovacdo ética ndo substitui a autorizacdo administrativa.

ENDERECO: Telefones: 4308 14/427131(4)
MINISTERIO DA SAUDE Telex: 6-239 MISAU MO

C. POSTAL 264 FAX: 258(1)426547

Av, Eduardo Mondlane/Salvador Allende 258 (1) 33320

MAPUTO - MOCAMBIQUE
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Anexo 2
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CONSENTIMENTO INFORMADO

Estudo da eficacia terapéutida Viva’ das combinacdes baseadas em

Titulo do derivados da artemisinina no tratamento da magdmaiaputo.

Estudo

Dra. Natércia Pedro Fernandes, Faculdade de MedieirUniversidade
Eduardo Mondlane, Mocambique, E-mail:
Investigadores natercia200@atercia2007@gmail.coel.: +25882306789

Responsaveis

Dra. Fatima de Carvalho Nogueira, UEI Medical P#obhgyy do
Instituto de Higiene e Medicina Tropical, PortugaEk-mail:
fnogueira@ihmt.unl.pt Tel.: +351965603013

Dra. Elsa da Conceicdo Lobo, Faculdade de Medatandniversidade
Investigadores Eduardo Mondlane, Mocambique, E-mail: loboelsa@ygatuwm.br
Participantes ~ Telefone: +258847241226

7

Sabia que Mocambique é um dos 10 paises no mundo afeectados pela malaria? A
maléaria é causada por pequenos micrébios (umaiegpebichinhos) chamados plasmaodios.
Estes plasmaodios vivem dentro de umas células rigusae provocam doenga fazendo com
gue a pessoa tenha febre, arrepios, dor de cabégatos, diarreia, falta de apetite e
fraqueza. Em alguns casos a malaria pode torngirase e até provocar a morte.

Normalmente as pessoas que tém malaria podenmatmtds com comprimidos quando néo

estdo muito graves e quando estdo graves sdoasatadh outros medicamentos que séo
dados com soros nas veias. Infelizmente os meditasgue até agora sdo usados ja nao
estdo a fazer muito efeito e por isso estdo aubestituidos por outros que ja foram testados
em outros Paises da Africa e da Asia e provarammstores para tratar a malaria.

Gostariamos de fazer um estudo para verificar emepo lugar como se apresentam 0s
nossos doentes que tem malaria e qual € o efegondwos medicamentos que estdo
atualmente a ser usados nos nossos doentes emoMaput
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Hoje, no caso de aceitar que vocé préprio ou o tdogne acompanha participe neste
estudo, pedimos-lhe que nos autorize a usar parteadgue que |lhe é habitualmente
retirado para as analises no sentido de serenzadal mais analises e a consultar o seu
processo clinico para recolher alguns dados net@sg@ara o estudo. Se ndo concordar em
participar neste estudo, ndo havera nenhum probhemapara si nem para o seu doente. O
médico continuara a tratar-lhe a si ou ao seu dagstmelhor maneira possivel e de acordo
com as normas do hospital.

Caso tenha alguma davida ou perguntas sobre astiepode falar com as pessoas que lhe
entregaram este documento.

Declaro, que li ou me foi lida a informagéo acinesdtita e tive a oportunidade de fazer
perguntas, as quais me foram satisfatoriamentemnesgas. Assim, concordo em participar
no referido estudo e entendo que tenho o direito @eandonar em qualquer momento,
sem que isso afete 0 meu tratamento por partelithdsos que me atendem nesta unidade
sanitaria.

Nome e assinatura do membro da equipa de estudewgaexplicou o texto

Nome:

Assinatura:

Nome e assinatura ou impressao digital do respehpéio doente ou do proprio:

Nome:

Assinatura:

Data: [
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Anexo 3

Diagndstico de malaria Pfalciparum por Microscopia Otica

1-Detecdo e identificacdo parasitaria

A identificagdo parasitaria por microscopia otica éfetuada mediante exame da lamina obedecendo aos
seguintes passos: 1) identificagdo da lamina; 8¢msa da face lateral do dedo do paciente cond@igo
embebido em alcool a 70%,; 3) punc¢édo digital conilaude uma lanceta descartavel: 4) colheita detag

de sangue e colocacgdo sobre a lamina sendo uma gx@me da gota espessa e outra para a realidacéo
esfregaco; 6) fixacdo do esfregaco com solucadamlametilico 7) coloragdo da lamina com soluc&o d
Giemsa a 15% por um periodo entre 20 a 30 minytéev8gem da lamina com agua corrente; 9) leitara d
lamina ao microscopio 6tico com auxilio da objetda imersdo (100x). ApOs cada etapa procedeu-se a
secagem da lamina a temperatura ambiente. Por oaicenaior quantidade de sangue, a gota espeissa fo
analisada para detecdo da infecdo e o esfregago igantificacdo da espécie de parasita infetante e

determinagdo da densidade parasitaria.

2- Determinagao da densidade parasitaria

A densidade parasitéria foi calculada mediante rwhgéo microscépica do esfregago sanguineo, enddung
do nimero de parasitas por microlitro de sanguéd(&/—BasicLaboratoryMethodsin Medical Parasitology.
1991), com base na presungdo da existéncia de 80@0citos por microlitro de sangue. Para a sua
determinagdo foram observados varios campos mifpases nos quais se fez a contagem de leuc6cios at
um numero padronizado correspondente a 200 lewsdpidr campo enquanto ao mesmo tempo se fez o

registo do nimero de parasitas neles existentgsnamero foi calculado mediante a seguinte formula

numero de parasitas x 8000 (leucécitos/pl)

Parasitémia =
200 leucocitos

A correspondéncia entre a densidade parasitarideneno de cruzes e em nlimero de parasitas por imgrol

de sangue (parasitas/pl) foi efetuada do seguinttom

Correspondéncia entre o nimero de cruzes e a deespdrasitaria

Numero de cruzes Densidade parasitaria(parasitas/pl)

+ 1-4.999

++ 5.000 - 19.999
+++ 20.000 - 99.999
++++ >100.000
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Anexo4

Diagnostico de malériaP. falciparum por PCR (Polimerase Chain Reaction)

1-Extracdo do ADN gendmico

O ADN das amostras de sangue foi obtido com recasanétodo de extracdo com Chelex (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA) (Singh B, 1996), estabelecidolatmratério da UEI Malaria/IHMT/CMDT LA. Com
auxilio de uma tesoura e uma pinga previamentesasezm acido cloridrico (HCL) foi cortada uma pegue
por¢cdo do papel de filtro contendo a gota de sarigueorrespondente a cerca de |d0de eritrécitos
parasitados), a qual foi colocada em um tubo deortentrifuga éppendorff)de 1,5 ml. A hemdlise dos
eritrocitos parasitados foi efetuada mediante adi@ 1 ml de solu¢do tampédo PBshdsphate buffered
saling e 50 ml de saponina a 10% tendo-se deixado estarmiem incubacéo & @ por cerca de 12 horas
durante a noite. De seguida foi feita uma lavagem ®BS e nova incubacdo a 4° C por 30 minutos. A
extracdo do ADN foi realizada mediante adicdo deul78e solucdo de Chelexem Agua Milli-Q a 20%
(Biorad). A seguir, os tubasppendorfforam aquecidos em um bloco (Dryblockheater BBRs@&Boekel) a
99°C durante 15 minutos, ap6és o que se procedeu d@ifegatdo (10000g/2min), a fim de separar o
sobrenadante contendo o ADN, dos restantes compeanda mistura (papel de filtro e Chelex) atraveés d

sedimentagdo. O ADN extraido foi conservado enuatiag a -20° C até a amplificacéo por PCR

2-Detecdo das espécies

Para detecdo da espécieRlasmdédiunpresente nas amostras, foram realizadas duasseagfisecutivas de
PCR. Na primeira reacao foi utilizado um parpienersespecifico para o géneRlasmodium(rPLU) e na
segunda foram uttilizadpamersespecificos para quatro espécies RPlasmodium nomeadamenteP.
falciparum(rFAL), P. vivax(rVIV), P. ovale(rOVA) e P. malariae(rMAL). As condi¢bes de amplificagéo,
mistura das reagfes e sequénciaspdimserencontram-se na Tabela que se segue.A misturaede8es de
amplificacdo foi constituida por:uM de cadaprimer, 10X tampé&o de PCR (Fermentas), 1 mM MgCI2
(Fermentas), 1 mMdNTP’s (Fermentas) e 120 U/mITdgADN polimerase (Fermentas). Para a primeira
reacdo de PCR utilizou-seille para o 2° Nested utilizou-se 148 do produto da primeira reacdo de PCR.

Apenas os isolados onde se identificou a esgédiaciparum em DO, foram selecionados para o estudo.
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Condigbes de amplificacdo e sequénciasptoseraitilizados nas reac¢des de PCRpara a identificdado

espécies dPlasmodium

) Tamanho  do
Condicdes de

Reacédo de PCR Sequéncia geimers (5'- 3’) » fragmento
amplificacéo »
amplificado
95°C — 5 min
1 mi 1,2 Kb
tPLUS -CTTGTTGTTGCCTTAAACTTC 94°C — 1 min x(25) o
a _ i enero
1 rPLUG - TTAAAATTGTTGCAGTTAAAACG 58°C —2 min x(25) _
72°C — 2 min x(25) Plasmodium
95°C — 5 min
" IFALL - TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAA 949C — 1 min x(30) 205pbs
rFAL2 - ACACAATGAACTCAATCATGACTA 58°C —2min x(30)  P.falciparum
72°C — 2 min x(30)
95°C — 5 min
0a I'VIV1 - CGCTTCTAGCTTATTCCACATAAC 94°C — 1 min x(35) 120pbs
I'VIV2 - ACTTCCAAGCCGAAGCAAAGAAAG 58°C — 2 min x(35) P. vivax
72°C — 2 min x(35)
95°C — 5 min
o4
0a MAL1 - ATAACATAGTTGTACGTTAAGAAT 94°C — 1 min x(30) 144pbs
o o
MAL2 - AAATTCCCATGCATAAAAAATTA 58°C-2minx(30) b ajariae
72°C — 2 min x(30)
95°C — 5 min
fOVAL - ATCTCTTTTGCTATTTTTTAGTAT 94°C — 1 min x(35) 800pbs
22 58°C — 2 min x(35)
rOVA2 - GGAAAAGGACACATTAATTGTATC P. ovale

72°C — 2 min x(35)

3- Eletroforese dos produtos amplificados

Apo6s a amplificacdo do ADN, os produtos da PCRrfosgparados por eletroforese em gel de agarosel. O g
foi preparado mediante mistura do p6 de agaro$é ed®n uma solug¢édo tampao Tris/Borato/Etileno Diamin
Tetra Acético (TBE) ao qual se acrescentou brordetetidio (Sigma, Germany) para permitir a visaaiao

do ADN. Em cada poco do gel foram colocadogl Hd produto amplificado juntamente com um marcador
de peso molecular de 100pbs (Fermentas TM) apdseosq aplicou uma corrente de 120 volts para a
migracdo do ADN. A visualizagdo dos produtos da H@Reita num transiluminador de luz ultravioleta

EagleEye Il (Stratagene).
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Anexo 5
Ficha de colheita de dados
(Malaria ndo complicada)

|. Dados Gerais

1. Cadigo 2. Data
3. Centro de Saude
4. Nome do entrevistador

l. Identificacdo do Doente

=

Idade: (anos) 2.Sexo 3. Raca sh Pe 5. Altura

Local de residéncia

o

[ll. Dados clinicos
1. Motivo de Consulta/Queixas Principais

Febre Cefaleia Mioartralgia ribia

Vémitos Dora abdominal Anorexia

IV. Antecedentes

1. Malaria nos ultimos 12 meses: Sim Nao

2. Que tratamento fez?

3. Quantos dias durou o tratamento? NUmerosiesdomadas
4. Utiliza algum tipo de prevencéo contra a Maléaria? Sim N&o
Se sim qual? Rede InsecHcida
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V. Dados clinicos

Dia

Temperatura Ictericia

Hepatomegalia Espelnomegalia desidratacag

DO

D7

D14

D

VI. Dados laboratoriais

Dia Parasitémia (Cruzes) Hemoglobina Plaguetas
DO
D7
D14
VII. Tratamento: AL ASAQ

VIII. Colheita de sangue (papel de filtro)Sim

IX. Observacoes:

173



Anexos

174



Anexos

Anexo 6

Frequéncia das principais manifestacées dos paci@st com malaria ndo complicada

no dia da admisséo (), de acordo com o grupo etario.

<banos | 5-14 anos| >15 anos Total
(n=166) | (n=127) | (n=119) | (n=412)
% % % %

Febre 83.7 85.8 76.5 82.2
Anemia 79.5 66.9 58.8 69.7
Trombocitopénia 55.4 59.0 63.0 58.7
Cefaleia 7.22 41.7 81.5 39.0
Anorexia 19.3 33.0 33.6 27.7
Mioartralgia 0.6 9.4 55.5 19.1
Vémitos 15.0 22.8 15.9 17.7
Dor abdominal 12.7 19.7 4.2 12.4
Diarreia 12.7 14.2 9.2 12.1
Desidratacéo 10.2 13.4 4.2 9.5
Esplenomegélia 9.6 5.5 0.0 5.6
Ictericia 3.0 3.9 4.2 3.6
Hepatomegalia 3.6 2.3 0.0 2.2

175




Anexos

Anexo 8

Evolucao dos valores médios de hemoglobina e plaga® nas trés avaliagdes efetuadas

aos pacientes com MnC seguidos em Boane e 1° de dai

Boane
Valor médio de hemoglobina p-value

AL®

Idade [P EP D EP Dia EP D.D7 D7.D1a4 Do-D14

<5 anos 9,364 0,2062 9,086( 0,1933 10,1870 0,168967186 | 0.0001 | 0.0055

5-14 anos 9,420 0,2757 9,332 0,2784 10,3070 0,23623069 | 0.0001 | 0.0002

>15 anos 10,619 | 0,4748 10,3540 0,3036 11,069( 0,220  0.5151.0150 | 0.3968

DO- dia da admissao; D7- avaliagdo ao 7° dia; Dhatiacdo ao 14° dia; EP- erro padrdo

Boane Valor médio de hemoglobina p-value

ASAQ Do D7 D14 DoD7 D7.D14 Do-D14

<5 anos 8,954 0,2087 8,9510 0,2052 9,5600 0,19%8 9206. | 0.0127 0.0320

5-14 anos 10,178 0,256 9,7700 0,363p 10,0830 0,3250.3824 0.3422 0.9425

10,335

>15 anos 11,838 0,3963 0 0,4253 10,9120 0,2885 0.0111 0.3030 0.074

DO- dia da admissao; D7- avaliagdo ao 7° dia; Dhatiacdo ao 14° dia; EP- erro padrdo

Boane Valor médio de plaquetas p-value

AL® Do Dy D14 Do.D7 D7.D14 | Do-D14
150,8

<5 anos 20 15,7950 | 313,0200{ 15,7950 294,9700 13,2350 <0.00019149 | <0.0001
150,0

5-14 anos 09 15,9880 | 278,5000| 15,9880 266,4800 13,7250 <0.00011638 | <0.0001
110,2

>15 anos 20 17,5730 | 224,3100| 17,5730 228,3800 13,7660 <0.000189202 | <0.0001

DO- dia da admissao; D7- avaliagdo ao 7° dia; Dhatiacdo ao 14° dia; EP- erro padrdo
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Boane Valor médio de plaquetas p-value
ASAQ
Do D7 D14 Do.D7 D7.D14 | Do-D14

298,11 14,776

<5 anos 178,580 10,655000 15,0030 | 266,1500 0 <0.0001 | 0.3866| <0.0001
315,68 17,843

5-14 anos 167,550 17,867000 24,4480 | 285,0800 0 <0.0001 | 0.0478| <0.0001
236,08 17,375

>15 anos 129,080 | 13,459(¢ 00 22,1990 | 231,3800 0 <0.0001 | 0.3255| <0.0002

DO- dia da admisséo; D7- avaliagdo ao 7° dia; D®atiacdo ao 14° dia; EP- erro padrdo

1° de Maio | Valor médio de hemoglobina p-value

AL® Do D7 D14 Do.D7 D7.D14 | Do-D14

<5 anos 11,750 | 0,6534| 10,6580 0,5289 10,0760 0,564%2678 | 0.0670 0.1120

5-14 anos 10,709| 0,5217/ 10,4570 0,3815 9,9130 B,305.0904 | 0.2595 0.1212

=15 anos 11,310 | 0,3598 | 10,7730, 10,3337 10,9040 0,2320 0.03966745 0.2426

DO- dia da admisséo; D7- avaliagdo ao 7° dia; D®atiacdo ao 14° dia; EP- erro padrdo

1° de Maio Valor médio de plaquetas p-value

AL® Do Dy D14 Do-D7 D7-Di4 | Do-Dia

327,1
<5 anos 123,42 15,1370 . 53,3850 | 318,92 | 49,2850 0.0013 0.7519 <0.0001
5-14 anos 159,39 20,5720 266{3 29,7780 298,87  9G6,37.0001 0.0346| <0.0001
271,4
=15 anos 157,25 | 13,3320 . 18,0040| 295,35 | 18,7670 <0.0001 0.1823 <0.0001

DO- dia da admisséo; D7- avaliagdo ao 7° dia; D®atiacdo ao 14° dia; EP- erro padrdo
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Anexo 9

638 bps

735 bps — 735 bps

Fotografia de gel exemplificativo da electroforeselos fragmentos obtidos por PCR-
RFLP para a identificagdo do polimorfisma371G>Clo geneRNAse3.Gel de agarose a 2%.

1gendtipo GG (homozigotico RY; gendtipo CC (homozigético T3 e 11 gendtipo misto GC (heterozigético
RT);
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Anexo 10

Frequéncia relativa dos polimorfismos no genefmdrl em doentes com maléaria ndo

complicada, em amostras provenientes dos de Boaméd® de Maio.* infe¢cbes mistas.

Centro de Salide de Boane
Centro de Saude 1de Maio

86 N 67 (63.2) 86 N 52 (66.7)

(n=106) Y 29 (27.4) (n=78) Y 14 (17.9)
NY* 10 (9.4) NY* 12 (15.4)

184 Y 91(85.8) 184 Y 96(90.6)

(n=106) F 15 (14.2) (n=106) F 9(8.5)
YF* 0 YF* 1(0.9)

1246 D 99 (95.2) 1246 ) 80(97.6)

(n=104) Y 5(4.8) (n=82) Y 2(2.4)
DY* 0 DY* 0

Frequéncia relativa dos polimorfismos no genpfmdrl em amostras provenientes de doentes

com malaria ndo complicada (Mnc) e malaria grave (\&). * infecdes mistas.

Maléaria ndo complicada (MnC)

Maléria grave (MG)
86 N 249 (73.2)
(n=340) Y 48 (14.2)
86 N 85(69.2)
NY* 43 (12.6)
(n=123) Y 19 (15.4)
184 Y 268 (77.0)
NY* 19 (15.4)
(n=348) F 79 (22.7)
184 Y 0
YF* 1(0.3)
(n=0) F 0
1246 D 326 (96.7)
YF* 0
(n=337) Y 8 (2.4)
1246 D 30 (100)
DY* 3(0.9)
(n=30) Y 0
DY* 0
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Frequéncia dos polimorfismos N86Y, Y184F e D1246Yorgenepfmdrl em Maputo.* infe¢cdes
mistas.

Codao Alelo Frequéncia
n (%)
86 N 334 (72.0)
(n= 463) Y 67 (15.0)
NY* 62 (13.0)
184 Y 268 (77.0)
(n=348) F 79 (22.7)
YF* 1(0.3)
1246 D 356 (97.0)
(n=367) Y 8(2.2)
DY* 3(0.8)
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Anexo 11

M 4 7 254594171 C- 4 7 254594171 4 7 25 45 94 1713D73D7

500 bps

Resultado da amplificacdo por PCR dos fragmentos dgenepfatp6 a sequénciarM, marcador
de peso molecular(100bps); C-, controlo negativem(sDNA gendmico); Fragmento 1,

Fragmento 2 Fragmento 3

Alinhamentos das sequéncias dos fragmentos 1, 2&e8genepfatp6de diferentes amostras e do
clone 3D7

Fragmento 1

561 630

A285F1 N TTATAAAAATTGTGAAATAGTTGAAA
A94F1 N TTATAAAAATTGTGAAATAGTTGAAA
A241F1 N AGITATAAAAATTGTGAAATAGTTGAAA
Al171F1 NGTAAT AGITATAAAAATTGTGAAATAGTTGAAA
A45F1 NA AGITATAAAAATTGTGAAATAGTTGAAA
A307F1 NA AGITATAAAAATTGTGAAATAGTTGAAA
A4F1 GNG NTTATAAAAATTGTGAAATAGTTGAAA
A7F1 NA AGITATAAAA- TTGTGAAATBAGTTGAAA
Al16F1 CTGAAAA T---GGAGAT AGITATAAAAATTGTGAAATAGTTGAAA

A25F1 ATCCTGTTCA GTTGACAAAT ATGCTGAAAA AATGGAAGANGI TATAAAAATTGTGAAATAGTTGAAA

3D7 ATCCTGTTCA GTTGACAAAT ATGCTGAAAA AATGGAAGAIGI TATAAAAATTGTGAAATAGTTGAAA
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CONSENSUS ...evveet ceririeens eeeriiieen e ... agTTATAAAAATTGTGAAATAGTTGAAA

631 700

A285F1 AAAAATATTTTATTTTCATCTACCGCTATTGTATGTGGTAGATGTAGAGGTAATCAACATAGGTA
A94F1  AAAAATATTTTATTTTCATCTACCGCTATTGTATGTGGTAGATGTAGAGGTAATCAACATAGGTA
A241F1 AAAAATATTTTATTTTCATCTACCGCTATTGTATGTGGTAGATGTAGAGGTAATCAACATAGGTA
A171F1  AAAAATATTTTATTTTCATCTACCGCTATTGTATGTGGTAGATGTAGAGGTAATCAACATAGGTA
A45F1  AAAAATATTTTATTTTCATCTACCGCTATTGTATGTGGTAGATGTAGAGGTAATCAACATAGGTA
A307F1  AAAAATATTTTATTTTCATCTACCGCTATTGTATGTGGTAGATGTAGAGGTAATCAACATAGGTA
A4F1  AAAAATATTTTATTTTCATCTACCGCTATTGTATGTGGTAGATGTAGAGGTAATCAACATAGGTA
A7TF1  AAAAATATTTTATTTTCATCTACCGCTATTGTATGTGGTAGATGTAGAGGTAATCAACATAGGTA
A16F1 AAAAATATTTTATTTTCATCTACCGCTATTGTATGTGGTAGATGTAGAGGTAATCAACATAGGTA
A25F1 AAAAATATTTTATTTTCATCTACCGCTATTGTATGTGGTAGATGTAGAGGTAATCAACATAGGTA
3D7 AAAAATATTTTATTTTCATCTACCGCTATTGTATGTGGTAGATGTABGAGGTAATCAACATAGGTA

Consensus  AAAAATATTTTATTTTCATCTACCGCTATTGTATGTGGTAGATGTAGAGGTAATCAACATAGGTA

701 770

A285F1 TGAAGACTGAAATAGGTCATATTCAGCATGCTGTTATAGAATCAAAAGBTACTCAAACACCTTT
A94F1 TGAAGACTGAAATAGGTCATATTCAGCATGCTGTTATAGAATCAAAASBTACTCAAACACCTTT
A241F1 TGAAGACTGAAATAGGTCATATTCAGCATGCTGTTATAGAATCAAAASBTACTCAAACACCTTT
Al71F1 TGAAGACTGAAATAGGTCATATTCAGCATGCTGTTATAGAATCAAAASBTACTCAAACACCTTT
A45F1 TGAAGACTGAAATAGGTCATATTCAGCATGCTGTTATAGAATCAAAAGBTACTCAAACACCTTT
A307F1 TGAAGACTGAAATAGGTCATATTCAGCATGCTGTTATAGAATCAAAAGBTACTCAAACACCTTT
A4F1 TGAAGACTGAAATAGGTCATATTCAGCATGCTGTTATAGAATCAAAAGBTACTCAAACACCTTT
A7TF1 TGAAGACTGAAATAGGTCATATTCAGCATGCTGTTATAGAATCAAAASBTACTCAAACACCTTT
Al6F1 TGAAGACTGAAATAGGTCATATTCAGCATGCTGTTATAGAATCAAAASBTACTCAAACACCTTT
A25F1 TGAAGACTGAAATAGGTCATATTCAGCATGCTGTTATAGAATCAAAASBTACTCAAACACCTTT

3D7 TGAAGACTGAAATAGGTCATATTCAGCATGCTGTTATAGAATCAAAAGBTACTCAAACACCTTT
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Consensus  TGAAGACTGAAATAGGTCATATTCAGCATGCTGTTATAGAATCAAARGSBTACTCAAACACCTTT

771 840

A285F1 ACAAATAAAAATCGATTTATTTGGTCAACAATTATCAAAAATCATTARRTBTGTGTAACTGTATGG

A94F1 ACAAATAAAAATCGATTTATTTGGTCAACAATTATCAAAAATCATTRRIBTGTGTAACTGTATGG

A241F1 ACAAATAAAAATCGATTTATTTGGTCAACAATTATCAAAAATCATTARRTBTGTGTAACTGTATGG

Al171F1 ACAAATAAAAATCGATTTATTTGGTCAACAATTATCAAAAATCATTRRTBTGTGTAACTGTATGG

A45F1 ACAAATAAAAATCGATTTATTTGGTCAACAATTATCAAAAATCATTRRTBTGTGTAACTGTATGG

A307F1 ACAAATAAAAATCGATTTATTTGGTCAACAATTATCAAAAATCATTARRTBTGTGTAACTGTATGG

A4F1 ACAAATAAAAATCGATTTATTTGGTCAACAATTATCAAAAATCATTRRTBTGTGTAACTGTATGG

A7TF1  ACAAATAAAAATCGATTTATTTGGTCAACAATTATCAAAAATCATTRRTBTGTGTAACTGTATGG

A16F1 ACAAATAAAAATCGATTTATTTGGTCAACAATTATCAAAAATCATTRRTBTGTGTAACTGTATGG

A25F1 ACAAATAAAAATCGATTTATTTGGTCAACAATTATCAAAAATCATTARRTBTGTGTAACTGTATGG

3D7 ACAAATAAAAATCGATTTATTTGGTCAACAATTATCAAAAATCATTARTBTGTGTAACTGTATGG

Consensus  ACAAATAAAAATCGATTTATTTGGTCAACAATTATCAAAAATCATTRRTBTGTGTAACTGTATGG

841 910

A285F1 ATTATTAATTTTAAACATTTCTCAGATCCAATTCATGGTTCATTTTTAGATGTTTATATTATTTTA

A94F1  ATTATTAATTTTAAACATTTCTCAGATCCAATTCATGGTTCATTTTTAGATGTTTATATTATTTTA

A241F1 ATTATTAATTTTAAACATTTCTCAGATCCAATTCATGGTTCATTTTTBEGATGTTTATATTATTTTA

Al171F1 ATTATTAATTTTAAACATTTCTCAGATCCAATTCATGGTTCATTTTTBEGATGTTTATATTATTTTA

A45F1 ATTATTAATTTTAAACATTTCTCAGATCCAATTCATGGTTCATTTTTABATGTTTATATTATTTTA

A307F1 ATTATTAATTTTAAACATTTCTCAGATCCAATTCATGGTTCATTTTTAGATGTTTATATTATTTTA

A4F1  ATTATTAATTTTAAACATTTCTCAGATCCAATTCATGGTTCATTTTTAGATGTTTATATTATTTTA

A7TF1  ATTATTAATTTTAAACATTTCTCAGATCCAATTCATGGTTCATTTTTBEGATGTTTATATTATTTTA

Al16F1 ATTATTAATTTTAAACATTTCTCAGATCCAATTCATGGTTCATTTTTAGATGTTTATATTATTTTA

A25F1 ATTATTAATTTTAAACATTTCTCAGATCCAATTCATGGTTCATTTTTABATGTTTATATTATTTTA

3D7 ATTATTAATTTTAAACATTTCTCAGATCCAATTCATGGTTCATTTTTBEATGTTTATATTATTTTA
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Consensus  ATTATTAATTTTAAACATTTCTCAGATCCAATTCATGGTTCATTTTTBEGATGTTTATATTATTTTA

911 980

A285F1 AAATTAGTGTTGCTTTAGCTGTTGCTGCTATACCAGAAGGATTGCBAGIMEAACTTGTTTAGC

A94F1 AAATTAGTGTTGCTTTAGCTGTTGCTGCTATACCAGAAGGATTGCUAGIMEAACTTGTTTAGC

A241F1 AAATTAGTGTTGCTTTAGCTGTTGCTGCTATACCAGAAGGATTGCOAGIMEAACTTGTTTAGC

Al171F1 AAATTAGTGTTGCTTTAGCTGTTGCTGCTATACCAGAAGGATTGCUAGIREAACTTGTTTAGC

A45F1 AAATTAGTGTTGCTTTAGCTGTTGCTGCTATACCAGAAGGATTGCUASIMMEAACTTGTTTAGC

A307F1  AAATTAGTGTTGCTTTAGCTGTTGCTGCTATACCAGAAGGATTGCOAGIMEAACTTGTTTAGC

A4F1 AAATTAGTGTTGCTTTAGCTGTTGCTGCTATACCAGAAGGATTGCUASIEAACTTGTTTAGC

A7TF1  AAATTAGTGTTGCTTTAGCTGTTGCTGCTATACCAGAAGGATTGCUASIMEAACTTGTTTAGC

Al16F1 AAATTAGTGTTGCTTTAGCTGTTGCTGCTATACCAGAAGGATTGCUASIMEAACTTGTTTAGC

A25F1 AAATTAGTGTTGCTTTAGCTGTTGCTGCTATACCAGAAGGATTGCUAGIMEAACTTGTTTAGC

3D7 AAATTAGTGTTGCTTTAGCTGTTGCTGCTATACCAGAAGGATTGCUACIANEAACTTGTTTAGC

Consensus  AAATTAGTGTTGCTTTAGCTGTTGCTGCTATACCAGAAGGATTGCTAGINEAACTTGTTTAGC

981 1050

A285F1 TTTAGGAACAAGAAGAATGGTAAMMNIGCTATAGTAAGAAAATTACAAAGTGTTGAGACGTTAGGA

A94F1 TTTAGGAACAAGAAGAATGGTAANMINTGCTATAGTAAGAAAATTACAAAGTGTTGAGACGTTAGGA

A241F1 TTTAGGAACAAGAAGAATGGTAAAAMTGCTATAGTAAGAAAATTACAAAGTGTTGAGACGTTAGGA

Al171F1 TTTAGGAACAAGAAGAATGGTAANMMRTGCTATAGTAAGAAAATTACAAAGTGTTGAGACGTTAGGA

A45F1 TTTAGGAACAAGAAGAATGGTAANNMATGCTATAGTAAGAAAATTACAAAGTGTTGAGACGTTAGGA

A307F1 TTTAGGAACAAGAAGAATGGTAANMIMTGCTATAGTAAGAAAATTACAAAGTGTTGAGACGTTAGGA

A4F1  TTTAGGAACAAGAAGAATGGTAAAMMNI GCTATAGTAAGAAAATTACAAAGTGTTGAGACGTTAGGA

A7F1  TTTAGGAACAAGAAGAATGGTAANMIMTGCTATAGTAAGAAAATTACAAAGTGTTGAGACGTTAGGA

A16F1 TTTAGGAACAAGAAGAATGGTAAAAMTGCTATAGTAAGAAAATTACAAAGTGTTGAGACGTTAGGA

A25F1 TTTAGGAACAAGAAGAATGGTAAARRRNA

3D7 TTTAGGAACAAGAAGAATGGTAAARMMIGCTATAGTAAGAAAATTACAAAGTGTTGAGACGTTAGGA
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Consensus  TTTAGGAACAAGAAGAATGGTAA/ gctatagtaagaaaattacaaagtgttgagacgttagga

1051 1120
A285F1 TGTACAAA

A94F1 TGTACAAA

A241F1 TGTACAAA

Al171F1 TGTACAAA

A45F1 TGTACAA

A307F1 TGTACAAA

A4F1 TGTACAAA

A7F1 TGTACAAA

Al6F1 TGTACA

A25F1

3D7 TGTACALRGG TTATATGTTC TGATAAAACA GGTACCCTTA CAACAAATCA GACAACA ACCGTGTTTC

Consensus tgtacaaa .. ..o s s e e

Fragmento 2

1261 1330
A4F2 AGTGANT
ATF2 N- ATAGA TGATT
A94F2 TGATT
AlF2 TGATT
A171F2 T
A45F2 AGIGATT
A241F2 AT AGIGATT
A285F2 GIGATT
A16F2 A -GCTGATCA- TAT AGIGATT
A5F2 ATGA -GCTGATCC- TAT AGIGATT
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A307F2 GATGA -GCTGATCC- TAT AGIGAIT
S3F2 TAT AGIGAIT
A25F2 AAGCTTTAAC GGATGATGGA GAAGAA GGAT CAATTGATGA AGCTGATCCA TAGIGATT

3D7 GGAAATGTTG AAGCTTTAAC GGATGATGGA GAAGAAGGARTIGATGA AGCTGATCCA TAIGTGAT T

CONSENSUS oo e e e e agTGA T

1331 1400
A4F2  ATTTTTCTAGTGATAGTAAGAAAATGAAAAATGATTTAAACAACAACPMIPAATAATAATAGTAG
A7F2  ATTTTTCTAGTGATAGTAAGAAAATGAAAAATGATTTAAACAACAAEPAPAATAATAATAGTAG
A94F2  ATTTTTCTAGTGATAGTAAGAAAATGAAAAATGATTTAAACAACAACHMIPAATAATAATAGTAG
AlF2 ATTTTTCTAGTGATAGTAAGAAAATGAAAAATGATTTAAACAACAACPMIPAATAATAATAGTAG
A171F2 ATTTTTCTAGTGATAGTAAGAAAATGAAAAATGATTTAAACAACAACPMIPAATAATAATAGTAG
A45F2  ATTTTTCTAGTGATAGTAAGAAAATGAAAAATGATTTAAACAACAASEMPAATAATAATAGTAG
A241F2 ATTTTTCTAGTGATAGTAAGAAAATGAAAAATGATTTAAACAACAASPEMAIPAATAATAATAGTAG
A285F2 ATTTTTCTAGTGATAGTAAGAAAATGAAAAATGATTTAAACAACAASPEMAPAATAATAATAGTAG
A16F2 ATTTTTCTAGTGATAGTAAGAAAATGAAAAATGATTTAAACAACAACHMIPAATAATAATAGTAG
A5F2  ATTTTTCTAGTGATAGTAAGAAAATGAAAAATGATTTAAACAACAACPMIPAATAATAATAGTAG
A307F2 ATTTTTCTAGTGATAGTAAGAAAATGAAAAATGATTTAAACAACAASPEMAPAATAATAATAGTAG
S3F2 ATTTTTCTAGTGATAGTAAGAAAATGAAAAATGATTTAAACAACAACHMPAATAATAATAGTAG
A25F2  ATTTTTCTAGTGATAGTAAGAAAATGAAAAATGATTTAAACAACAACHMIPAATAATAATAGTAG
3D7 ATTTTTCTAGTGATAGTAAGAAAATGAAAAATGATTTAAACAACAACHPAATAATAATAGTAG

Consensus  ATTTTTCTAGTGATAGTAAGAAAATGAAAAATGATTTAAACAACAACEMIPAATAATAATAGTAG

1401 1470
A4F2 TAGGAGTGGTGCTAAGAGGAATATTCCTTTAAAAGAAATGAAAT CMMATBZAATAATAAGTAGA
A7TF2 TAGGAGTGGTGCTAAGAGGAATATTCCTTTAAAAGAAATGAAAT CMMATBZAATAATAAGTAGA
A94F2  TAGGAGTGGTGCTAAGAGGAATATTCCTTTAAAAGAAATGAAAT CMATRBR2AATAATAAGTAGA

AlF2 TAGGAGTGGTGCTAAGAGGAATATTCCTTTAAAAGAAATGAAAT CMAATBZAATAATAAGTAGA
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Al171F2 TAGGAGTGGTGCTAAGAGGAATATTCCTTTAAAAGAAATGAAATCMATBRZAATAATAAGTAGA

A45F2 TAGGAGTGGTGCTAAGAGGAATATTCCTTTAAAAGAAATGAAAT MATRZAATAATAAGTAGA

A241F2 TAGGAGTGGTGCTAAGAGGAATATTCCTTTAAAAGAAATGAAATCMATBZAATAATAAGTAGA

A285F2 TGGGAGTGGTGCTAAGAGGAATATTCCTTTAAAAGAAATGAAATCAANTTARZNT AATAAGTAGA

A16F2 TAGGAGTGGTGCTAAGAGGAATATTCCTTTAAAAGAAATGAAAT CMATABPAATAATAAGTAGA

A5F2 TAGGAGTGGTGCTAAGAGGAATATTCCTTTAAAAGAAATGAAATCNMMATBZAATAATAAGTAGA

A307F2 TAGGAGTGGTGCTAAGAGGAATATTCCTTTAAAAGAAATGAAATCMATBZAATAATAAGTAGA

S3F2 TAGGAGTGGTGCTAAGAGGAATATTCCTTTAAAAGAAATGAAATCAATBZAATAATAAGTAGA

A25F2 TAGGAGTGGTGCTAAGAGGAATATTCCTTTAAAAGAAATGAAAT CMATRBZAATAATAAGTAGA

3D7 TAGGAGTGGTGCTAAGAGGAATATTCCTTTAAAAGAAATGAAATCANTTBZAATAATAAGTAGA

Consensus  TAGGAGTGGTGCTAAGAGGAATATTCCTTTAAAAGAAATGAAATCAWATEZAATAATAAGTAGA

1471 1540

A4F2 GGTAGTAAAATATTAGAAGATAAAATTAATAAATATTGTTATTCAGBATARTAATTTTTATATGT

ATF2 GGTAGTAAAATATTAGAAGATAAAATTAATAAATATTGTTATTCAGBATARTAATTTTTATATGT

A94F2  GGTAGTAAAATATTAGAAGATAAAATTAATAAATATTGTTATTCAGBATARTAATTTTTATATGT

AlF2 GGTAGTAAAATATTAGAAGATAAAATTAATAAATATTGTTATTCAGBATARTAATTTTTATATGT

Al171F2 GGTAGTAAAATATTAGAAGATAAAATTAATAAATATTGTTATTCAGBATARTAATTTTTATATGT

A45F2 GGTAGTAAAATATTAGAAGATAAAATTAATAAATATTGTTATTCAGBATARTAATTTTTATATGT

A241F2 GGTAGTAAAATATTAGAAGATAAAATTAATAAATATTGTTATTCAGBATARTAATTTTTATATGT

A285F2 GGTAGTAAAATATTAGAAGATAAAATTAATAAATATTGTTATTCAGBATARTAATTTTTATATGT

A16F2 GGTAGTAAAATATTAGAAGATAAAATTAATAAATATTGTTATTCAGBATARTAATTTTTATATGT

A5F2 GGTAGTAAAATATTAGAAGATAAAATTAATAAATATTGTTATTCAGBATARTAATTTTTATATGT

A307F2 GGTAGTAAAATATTAGAAGATAAAATTAATAAATATTGTTATTCAGBATARTAATTTTTATATGT

S3F2 GGTAGTAAAATATTAGAAGATAAAATTAATAAATATTGTTATTCAGBATARTAATTTTTATATGT

A25F2 GGTAGTAAAATATTAGAAGATAAAATTAATAAATATTGTTATTCAGBATARTAATTTTTATATGT

3D7 GGTAGTAAAATATTAGAAGATAAAATTAATAAATATTGTTATTCAGBATARTAATTTTTATATGT

Consensus  GGTAGTAAAATATTAGAAGATAAAATTAATAAATATTGTTATTCAGBATARTAATTTTTATATGT
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1541 1610

A4F2 GTTTAGTAAATTGTAATGAAGCAAATATTTTCTGTAACGATAATAGTABMAAAAAATTTGGAGA

A7TF2 GTTTAGTAAATTGTAATGAAGCAAATATTTTCTGTAACGATAATAGTRBMMAAAAAATTTGGAGA

A94F2  GTTTAGTAAATTGTAATGAAGCAAATATTTTCTGTAACGATAATAGITABRMMAAAAAATTTGGAGA

AlF2 GTTTAGTAAATTGTAATGAAGCAAATATTTTCTGTAACGATAATAGTRBMMAAAAAATTTGGAGA

Al171F2 GTTTAGTAAATTGTAATGAAGCAAATATTTTCTGTAACGATAATAGTABMAAAAAATTTGGAGA

A45F2 GTTTAGTAAATTGTAATGAAGCAAATATTTTCTGTAACGATAATAGITABMAAAAAATTTGGAGA

A241F2 GTTTAGTAAATTGTAATGAAGCAAATATTTTCTGTAACGATAATAGTRBMMAAAAAATTTGGAGA

A285F2 GTTTAGTAAATTGTAATGAAGCAAATATTTTCTGTAACGATAATAGTABMAAAAAATTTGGAGA

Al16F2 GTTTAGTAAATTGTAATGAAGCAAATATTTTCTGTAACGATAATAGITABMAAAAAATTTGGAGA

A5F2 GTTTAGTAAATTGTAATGAAGCAAATATTTTCTGTAACGATAATAGTABMAAAAAATTTGGAGA

A307F2 GTTTAGTAAATTGTAATGAAGCAAATATTTTCTGTAACGATAATAGTRBMMAAAAAATTTGGAGA

S3F2 GTTTAGTAAATTGTAATGAAGCAAATATTTTCTGTAACGATAATAGIBARAAAAAATTTGGAGA

A25F2 GTTTAGTAAATTGTAATGAAGCAAATATTTTCTGTAACGATAATAGITABRMMAAAAAATTTGGAGA

3D7 GTTTAGTAAATTGTAATGAAGCAAATATTTTCTGTAACGATAATAGTAAMAAAAAATTTGGAGA

Consensus  GTTTAGTAAATTGTAATGAAGCAAATATTTTCTGTAACGATAATAGTRAMAAAAAATTTGGAGA

1611 1680

A4F2 CAGTACCGAATTAGCTTTATTACATTTTGTACATAATTTTGATATARKEZO TCTCTAAAAATAAT

A7F2 CAGTACCGAATTAGCTTTATTACATTTTGTACATAATTTTGATATARREZO TCTCTAAAAATAAT

A94F2 CAGTACCGAATTAGCTTTATTACATTTTGTACATAATTTTGATATARRPAZT TCTCTAAAAATAAT

AlF2 CAGTACCGAATTAGCTTTATTACATTTTGTACATAATTTTGATATARRGZO TCTCTAAAAATAAT

Al171F2 CAGTACCGAATTAGCTTTATTACATTTTGTACATAATTTTGATATARRGZT TCTCTAAAAATAAT

A45F2 CAGTACCGAATTAGCTTTATTACATTTTGTACATAATTTTGATATARRAUZT TCTCTAAAAATAAT

A241F2 CAGTACCGAATTAGCTTTATTACATTTTGTACATAATTTTGATATARREZT TCTCTAAAAATAAT

A285F2 CAGTACCGAATTAGCTTTATTACATTTTGTACATAATTTTGATATARRGZT TCTCTAAAAATAAT

Al16F2 CAGTACCGAATTAGCTTTATTACATTTTGTACATAATTTTGATATARRIZT TCTCTAAAAATAAT
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A5F2 CAGTACCGAATTAGCTTTATTACATTTTGTACATAATTTTGATATARREZO TCTCTAAAAATAAT
A307F2 CAGTACCGAATTAGCTTTATTACATTTTGTACATAATTTTGATATARREZO TCTCTAAAAATAAT
S3F2 CAGTACCGAATTAGCTTTATTACATTTTGTACATAATTTTGATATARREZT TCTCTAAAAATAAT
A25F2 CAGTACCGAATTAGCTTTATTACATTTTGTACATAATTTTGATATARRPAZT TCTCTAAAAATAAT
3D7 CAGTACCGAATTAGCTTTATTACATTTTGTACATAATTTTGATATARREZT TCTCTAAAAATAAT

Consensus CAGTACCGAATTAGCTTTATTACATTTTGTACATAATTTTGATATARPEZT TCTCTAAAAATAAT

1681 1750
A4F2  AAAATGCCAGCAGAATATGAABBRXEAACACCTGTACAATCATCAAATAAGAAGGATAAATCACCAA
A7F2 AAAATGCCAGCAGAATATGAABARXCAACACCTGTACAATCATCAAATAAGAAGGATAAATCACCAA
A94F2 AAAATGCCAGCAGAATATGAABBERX@AACACCTGTACAATCATCAAATAAGAAGGATAAATCACCAA
AlF2 AAAATGCCAGCAGAATATGAABARXPAACACCTGTACAATCATCAAATAAGAAGGATAAATCACCAA
Al71F2 AAAATGCCAGCAGAATATGAABBRXPAACACCTGTACAATCATCAAATAAGAAGGATAAATCACCAA
A45F2  AAAATGCCAGCAGAATATGAABBRABAACACCTGTACAATCATCAAATAAGAAGGATAAATCACCAA
A241F2 AAAATGCCAGCAGAATATGAARRBNPAACACCTGTACAATCATCAAATAAGAAGGATAAATCACCAA
A285F2 AAAATGCCAGCAGAATATGAABAPXPAACACCTGTACAATCATCAAATAAGAAGGATAAATCACCAA
Al6F2 AAAATGCCAGCAGAATATGAABBRX@AACACCTGTACAATCATCAAATAAGAAGGATAAATCACCAA
A5F2 AAAATGCCAGCAGAATATGAABBRAEAACACCTGTACAATCATCAAATAAGAAGGATAAATCACCAA
A307F2 AAAATGCCAGCAGAATATGAARBBNZAACACCTGTACAATCATCAAATAAGAAGGATAAATCACCAA
S3F2 AAAATGCCAGCAGAATATGAABBERX@AACACCTGTACAATCATCAAATAAGAAGGATAAATCACCAA
A25F2 AAAATGCCAGCAGAATATGAABBRHX@AACACCTGTACAATCATCAAATAAGAAGGATAAATCACCAA
3D7 AAAATGCCAGCAGAATATGAABBRX@AACACCTGTACAATCATCAAATAAGAAGGATAAATCACCAA

Consensus  AAAATGCCAGCAGAATATGAAAAXBAACACCTGTACAATCATCAAATAAGAAGGATAAATCACCAA

1751 1820
A4F2 GGGGTATCAACAAATTCTTTAGTTCAAAAAATGATAACAGTCATATETAINN TGAATGAAAATGA
A7TF2 GGGGTATCAACAAATTCTTTAGTTCAAAAAATGATAACAGTCATATEMIIM TGAATGAAAATGA

A94F2 GGGGTATCAACAAATTCTTTAGTTCAAAAAATGATAACAGTCATATERKINN TGAATGAAAATGA
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AlF2 GGGGTATCAACAAATTCTTTAGTTCAAAAAATGATAACAGTCATATETAIINN TGAATGAAAATGA

Al171F2 GGGGTATCAACAAATTCTTTAGTTCAAAAAATGATAACAGTCATATERINN TGAATGAAAATGA

A45F2 GGGGTATCAACAAATTCTTTAGTTCAAAAAATGATAACAGTCATATT IR TGAATGAAAATGA

A241F2 GGGGTATCAACAAATTCTTTAGTTCAAAAAATGATAACAGTCATATE M TGAATGAAAATGA

A285F2 GGGGTATCAACAAATTCTTTAGTTCAAAAAATGATAACAGTCATATE A TGAATGAAAATGA

A16F2 GGGGTATCAACAAATTCTTTAGTTCAAAAAATGATAACAGTCATATETRRIAN TGAATGAAAATGA

A5F2 GGGGTATCAACAAATTCTTTAGTTCAAAAAATGATAACAGTCATATETAINN TGAATGAAAATGA

A307F2 GGGGTATCAACAAATTCTTTAGTTCAAAAAATGATAACAGTCATATE PRI TGAATGAAAATGA

S3F2 GGGGTATCAACAAATTCTTTAGTTCAAAAAATGATAACAGTCATATERINM TGAATGAAAATGA

A25F2 GGGGTATCAACAAATTCTTTAGTTCAAAAAATGATAACAGTCATATTRKINN TGAATGAAAATGA

3D7 GGGGTATCAACAAATTCTTTAGTTCAAAAAATGATAACAGTCATATERIIM TGAATGAAAATGA

Consensus  GGGGTATCAACAAATTCTTTAGTTCAAAAAATGATAACAGTCATATT R TGAATGAAAATGA

1821 1890

A4F2  TAAGAATTTAAAGAATGCTAACCATTCTAATTATACTACAGCTCAGRCMNATGGATATGAAGCT

A7TF2  TAAGAATTTAAAGAATGCTAACCATTCTAATTATACTACAGCTCAGRUMNATGGATATGAAGCT

A94F2  TAAGAATTTAAAGAATGCTAACCATTCTAATTATACTACAGCTCAGGOMMATGGATATGAAGCT

AlF2 TAAGAATTTAAAGAATGCTAACCATTCTAATTATACTACAGCTCAGRCMNATGGATATGAAGCT

A171F2 TAAGAATTTAAAGAATGCTAACCATTCTAATTATACTACAGCTCAGGRUMMATGGATATGAAGCT

A45F2 TAAGAATTTAAAGAATGCTAACCATTCTAATTATACTACAGCTCAGGOMMATGGATATGAAGCT

A241F2 TAAGAATTTAAAGAATGCTAACCATTCTAATTATACTACAGCTCAGGRUMMATGGATATGAAGCT

A285F2 TAAGAATTTAAAGAATGCTAACCATTCTAATTATACTACAGCTCAGRUMNATGGATATGAAGCT

A16F2 TAAGAATTTAAAGAATGCTAACCATTCTAATTATACTACAGCTCAGRORMATGGATATGAAGCT

A5F2 TAAGAATTTAAAGAATGCTAACCATTCTAATTATACTACAGCTCAGRCMNATGGATATGAAGCT

A307F2 TAAGAATTTAAAGAATGCTAACCATTCTAATTATACTACAGCTCAGGRUMMATGGATATGAAGCT

S3F2 TAAGAATTTAAAGAATGCTAACCATTCTAATTATACTACAGCTCAGGRUMATGGATATGAAGCT

A25F2 TAAGAATTTAAAGAATGCTAACCATTCTAATTATACTACAGCTCAGGORNAT

3D7 TAAGAATTTAAAGAATGCTAACCATTCTAATTATACTACAGCTCAGRUMNATGGATATGAAGCT
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Consensus  TAAGAATTTAAAGAATGCTAACCATTCTAATTATACTACAGCTCAGRUMATGGATATGAAGCT

1891 1960

A4F2 ATAGGAGAAAATATATGAGC-ATGGC
A7TF2 ATAGGAGAAAATATATGAGC-ATGGC
A94F2  ATAGGAGAAAATATATGAGCCATGGNN NNN
AlF2 ATAGGAGAAAATATATGAGGAT GGC
Al171F2 ATAGGAGAAAATATATGAGCCATESGC
A45F2 ATAGGAGAAAATAGINNNN NNNTG&CA CA
A241F2 ATAGGAGAAAATAGINNNN NNNGGBIAN NN
A285F2 ATAGGAGAAAATATATGAGGINNNNCAC AN
Al16F2 ATAGGAGAAAATACATG
A5F2 ATAGGAGAAAATACA
A307F2 ATAGGAGAAAATATA
S3F2 ATAGGAGAAAATATAT

A25F2
3D7 ATAGGAGAAAATATATGAGBTGGCACA AGTTTTGAAA ATTGTTTCCA CTCAAAATTG GGTAATARAA

Consensus  ATAGGAGAAAATAGWyagc ... Q... ...

Fragmento 3

2241 2310
A285F3 AC AGTATGGGAAAAAGAGCATTAAGAACACTTAGCTTTGCTTATAAAAAATTAAGTAG
A45F3 ATG CAC AGTATGGGAAAAAGAGCATTAAGAACACTTAGCTTTGCTTATAAAAAATTAAGTAG

A25F3 TAATAAGATT CAA AATATGGGAAAAAGAGCATTAAGAACACTTAGCTTTGCTTATAAAAAATTAAGTAG

3D7 TAATAAGATT CAAAATATGGGAAAAAGAGCATTAAGAACACTTAGCTTTGCTTATAAAAAATTAAGTAG

A307F3 AGTATGGGAAAAAGAGCATTAAGAACACTTAGCTTTGCTTATAAAAAATTAAGTAG

A94F3 ATGGGAAAAAGAGCATTAAGAACACTTAGCTTTGCTTATAAAAAATTAAGTAG
A241F3 AGTATGGGAAAAAGAGCATTAAGAACACTTAGCTTTGCTTATAAAAAATTAAGTAG
A171F3 TGGGAAAAAGAGCATTAAGAACACTTAGCTTTGCTTATAAAAAATTAAGTAG
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AT7F3 GGGAAAAAGAGCATTAAGAACACTTAGCTTTGCTTATAAAAAATTAAGTAG

A4F3 TGGGAAAAAGAGCATTAAGAACACTTAGCTTTGCTTATAAAAAATTAAGTAG

Consensus .......... ... a. tat GGGAAAAAGAGCATTAAGAACACTTAGCTTTGCTTATAAAAAATTAAGTAG
2311 2380

A285F3 AAAGATTTAAATATTAAGAATACAGATGATTATTATAAATTAGAACAAGATTTATTTAGGTGGAT

A45F3  AAAGATTTAAATATTAAGAATACAGATGATTATTATAAATTAGAACAAGATTTATTTAGGTGGAT

A25F3  AAAGATTTAAATATTAAGAATACAGATGATTATTATAAATTAGAACAAGATTTATTTAGGTGGAT

3D7 AAAGATTTAAATATTAAGAATACAGATGATTATTATAAATTAGAACAAGATTTATTTAGGTGGAT

A307F3 AAAGATTTAAATATTAAGAATACAGATGATTATTATAAATTAGAACAAGATTTATTTAGGTGGAT

A94F3  AAAGATTTAAATATTAAGAATACAGATGATTATTATAAATTAGAACAAGATTTATTTAGGTGGAT

A241F3 AAAGATTTAAATATTAAGAATACAGATGATTATTATAAATTAGAACAAGATTTATTTAGGTGGAT

A171F3 AAAGATTTAAATATTAAGAATACAGATGATTATTATAAATTAGAACAAGATTTATTTAGGTGGAT

ATF3  AAAGATTTAAATATTAAGAATACAGATGATTATTATAAATTAGAACAAGATTTATTTAGGTGGAT

A4F3  AAAGATTTAAATATTAAGAATACAGATGATTATTATAAATTAGAACAAGATTTATTTAGGTGGAT

Consensus  AAAGATTTAAATATTAAGAATACAGATGATTATTATAAATTAGAACAAGATTTATTTAGGTGGAT

2381 2450

A285F3 TAGGTATTATTGATCCACCACGTAAATATGTAGGAAGAGCAATTAGEBTPARTGGCTGGTATACG

A45F3 TAGGTATTATTGATCCACCACGTAAATATGTAGGAAGAGCAATTAGBTPARTGGCTGGTATACG

A25F3 TAGGTATTATTGATCCACCACGTAAATATGTAGGAAGAGCAATTAGBTPARATGGCTGGTATACG

3D7 TAGGTATTATTGATCCACCACGTAAATATGTAGGAAGAGCAATTAGBTPARTGGCTGGTATACG

A307F3 TAGGTATTATTGATCCACCACGTAAATATGTAGGAAGAGCAATTAGEBTPARTGGCTGGTATACG

A94F3  TAGGTATTATTGATCCACCACGTAAATATGTAGGAAGAGCAATTAGEBTPARTGGCTGGTATACG

A241F3 TAGGTATTATTGATCCACCACGTAAATATGTAGGAAGAGCAATTAGEBTPARTGGCTGGTATACG

A171F3 TAGGTATTATTGATCCACCACGTAAATATGTAGGAAGAGCAATTAGEBTPARTGGCTGGTATACG

A7TF3  TAGGTATTATTGATCCACCACGTAAATATGTAGGAAGAGCAATTAGEBTPRARTGGCTGGTATACG

A4F3 TAGGTATTATTGATCCACCACGTAAATATGTAGGAAGAGCAATTAGBTPARTGGCTGGTATACG
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Consensus  TAGGTATTATTGATCCACCACGTAAATATGTAGGAAGAGCAATTAGBTMARTGGCTGGTATACG

2451 2520

A285F3 TGTATTTATGATTACAGGTGATAATATTAATACGGCCAGAGCTATAGOMATAATATATTAAAT

A45F3 TGTATTTATGATTACAGGTGATAATATTAATACGGCCAGAGCTATAGOMMATAATATATTAAAT

A25F3 TGTATTTATGATTACAGGTGATAATATTAATACGGCCAGAGCTATAGOMMATAATATATTAAAT

3D7 TGTATTTATGATTACAGGTGATAATATTAATACGGCCAGAGCTATAGBIMA TAATATATTAAAT

A307F3 TGTATTTATGATTACAGGTGATAATATTAATACGGCCAGAGCTATAGBMA TAATATATTAAAT

A94F3  TGTATTTATGATTACAGGTGATAATATTAATACGGCCAGAGCTATAGOMMATAATATATTAAAT

A241F3 TGTATTTATGATTACAGGTGATAATATTAATACGGCCAGAGCTATAGBMA TAATATATTAAAT

Al171F3 TGTATTTATGATTACAGGTGATAATATTAATACGGCCAGAGCTATAGBMA TAATATATTAAAT

A7TF3  TGTATTTATGATTACAGGTGATAATATTAATACGGCCAGAGCTATAGBMA TAATATATTAAAT

A4F3 TGTATTTATGATTACAGGTGATAATATTAATACGGCCAGAGCTATAGBMMATAATATATTAAAT

Consensus  TGTATTTATGATTACAGGTGATAATATTAATACGGCCAGAGCTATAGBMATAATATATTAAAT

2521 2590

A285F3 AAAAATGAAGGAGATGATGAAAAGGATAATTATACAAATAATAAARAPYTATGTTGTTATAATG

A45F3  AAAAATGAAGGAGATGATGAAAAGGATAATTATACAAATAATAAARAPYTATGTTGTTATAATG

A25F3  AAAAATGAAGGAGATGATGAAAAGGATAATTATACAAATAATAAARAPYTATGTTGTTATAATG

3D7 AAAAATGAAGGAGATGATGAAAAGGATAATTATACAAATAATAAARAPXTATGTTGTTATAATG

A307F3 AAAAATGAAGGAGATGATGAAAAGGATAATTATACAAATAATAAARAPYTATGTTGTTATAATG

A94F3  AAAAATGAAGGAGATGATGAAAAGGATAATTATACAAATAATAAARAPYTATGTTGTTATAATG

A241F3 AAAAATGAAGGAGATGATGAAAAGGATAATTATACAAATAATAAARAMTATGTTGTTATAATG

A171F3 AAAAATGAAGGAGATGATGAAAAGGATAATTATACAAATAATAAARAMYTATGTTGTTATAATG

A7TF3  AAAAATGAAGGAGATGATGAAAAGGATAATTATACAAATAATAAARAPYTATGTTGTTATAATG

A4F3  AAAAATGAAGGAGATGATGAAAAGGATAATTATACAAATAATAAARAPYTATGTTGTTATAATG

Consensus  AAAAATGAAGGAGATGATGAAAAGGATAATTATACAAATAATAAARAPXTATGTTGTTATAATG
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2591 2660
A285F3 GAAGAGAATTTGAAGATTTTTCATTAGAAAAGCAAAAACATATTTTARRGACCAAGAATTGTTTT
A45F3 GAAGAGAATTTGAAGATTTTTCATTAGAAAAGCAAAAACATATTTTARRXBACCAAGAATTGTTTT
A25F3 GAAGAGAATTTGAAGATTTTTCATTAGAAAAGCAAAAACATATTTTARRMBACCAAGAATTGTTTT
3D7 GAAGAGAATTTGAAGATTTTTCATTAGAAAAGCAAAAACATATTTTARRGACCAAGAATTGTTTT
A307F3 GAAGAGAATTTGAAGATTTTTCATTAGAAAAGCAAAAACATATTTTAPRGACCAAGAATTGTTTT
A94F3 GAAGAGAATTTGAAGATTTTTCATTAGAAAAGCAAAAACATATTTTARRXBACCAAGAATTGTTTT
A241F3 GAAGAGAATTTGAAGATTTTTCATTAGAAAAGCAAAAACATATTTTARRGACCAAGAATTGTTTT
Al171F3 GAAGAGAATTTGAAGATTTTTCATTAGAAAAGCAAAAACATATTTTARPRGACCAAGAATTGTTTT
A7TF3  GAAGAGAATTTGAAGATTTTTCATTAGAAAAGCAAAAACATATTTTARRGACCAAGAATTGTTTT
A4F3  GAAGAGAATTTGAAGATTTTTCATTAGAAAAGCAAAAACATATTTTARRGACCAAGAATTGTTTT

Consensus  GAAGAGAATTTGAAGATTTTTCATTAGAAAAGCAAAAACATATTTTAPRGACCAAGAATTGTTTT

2661 2730
A285F3 CTGTAGAACTGAACCTAAACATAAAAAABARGARAAAGTATTAAAAGACTTAGGAGAAACSGT
A45F3 CTGTAGAACTGAACCTAAACATAAAAAACAGARAAAGTATTAAAAGACTTAGGAGAAACKGT
A25F3 CTGTAGAACTGAACCTAAACATAAAAAACAGARAAAGTATTAAAAGACTTAGGAGAAACKGT
3D7 CTGTAGAACTGAACCTAAACATAAAAAABARGARAAAGTATTAAAAGACTTAGGAGAAATGEGT
A307F3 CTGTAGAACTGAACCTAAACATAAAAAABAGARAAAGTATTAAAAGACTTAGGAGAAATEGT
A94F3 CTGTAGAACTGAACCTAAACATAAAAAACRGARAAAGTATTAAAAGACTTAGGAGAAACKGT
A241F3 CTGTAGAACTGAACCTAAACATAAAAARBARGARAAAGTATTAAAAGACTTAGGAGAAACSEGT
Al171F3 CTGTAGAACTGAACCTAAACATAAAAARBASARAAAGTATTAAAAGACTTAGGAGAAACSGT
A7F3 CTGTAGAACTGAACCTAAACATAAAAAABAGARAAAGTATTAAAAGACTTAGGAGAAACSGT
A4F3 CTGTAGAACTGAACCTAAACATAAAAAABAGARAAAGTATTAAAAGACTTAGGAGAAACSGT

Consensus CTGTAGAACTGAACCTAAACATAAAAAACABARAAAGTATTAAAAGACTTAGGAGAAACEGT

att -> ata 1898l mutacgao sinénima
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