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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL

DEONILDE DEOLINDA SARMENTO

A diversidade genética do Plasmodium falciparum € um dos maiores obstaculos para o
desenvolvimento da imunidade assim como para a eficacia terapéutica de antimalaricos,
pois confere ao parasita habilidade para evadir a resposta imune do hospedeiro, gerando
mudancas na sua composi¢cdo antigénica, favorecendo resisténcia as drogas
antimalaricas; essa diversidade permite estabelecer a intensidade de transmissédo da
malaria numa regido. Os genes mspl, msp2, e glurp, que codificam proteinas
antigénicas, sdo altamente polimorficos e por isso sdo comumente usados como
marcadores de diversidade genética do P. falciparum. Neste contexto, avaliou-se a
diversidade genética do P. falciparum usando como alvo os genes que codificam as
proteinas MSP 1, MSP 2 e GLURP de isolados clinicos de criangas menores de 5 anos,
da provincia de Tete e de Gaza. O estudo foi transversal e foram analisadas amostras do
estudo sobre “Eficacia e seguranga de Artemether- Lumefantrina no tratamento da
maléria ndo complicada por Plasmodium falciparum”, aprovado pelo Comité Nacional de
Bioética (115/CNBS/2014). Foram analisadas 163 amostras colhidas em papel de filtro e
foi feita a amplificacdo da regido 2 do gene mspl, a regido central do gene msp2 e a
regido R2 do gene glurp pela técnica Nested PCR usando os primers e seguindo o
protocolo descrito por Snounou et al (1999). Das 163 amostras, 154 (94,5%) amplificaram
0 gene mspl, 153 (93.9%) amplificaram o0 gene msp2 e 122 (74.8%) o gene glurp. Foram
observados 17 gendtipos para o gene mspl, correspondentes as 3 familias alélicas (6
para K1, 6 para MAD20 e 5 para RO33). Para 0 gene msp2 foram encontrados 27
gendtipos das duas familias (18 para IC/3D7 e 9 para FC27) e 9 gendtipos para o gene
glurp, sendo detectados 17 haplétipos no total. Verificou-se um alto grau de diversidade
genética o que sugere um grande tamanho na populacéo de parasitas e alta intensidade
de transmisséo. Estudar a dindmica de populacbes de P. falciparum € importante para
monitorar a possivel surgimento e dissiminagcéo de resisténcia aos antimalaricos.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN TROPICAL MEDICINE

Deonilde Deolinda Sarmento

The genetic diversity of Plasmodium falciparum is one of the major obstacles to the
development of immunity as well as to the therapeutic efficacy of antimalarials, since it
gives the parasite the ability to evade the host immune response, generating changes in
their antigenic composition, favoring the drug resistance antimalarial; This diversity allows
us to establish the intensity of malaria transmission in a region. The mspl, msp2, and
glurp genes, which encode antigenic proteins, are highly polymorphic and therefore are
commonly used as markers of P. falciparum genetic diversity. In this context, the genetic
diversity of P. falciparum was evaluated using the genes coding for the MSP 1, MSP 2
and GLURP proteins of clinical isolates of children under 5 years of age in the province of
Tete and Gaza. The study was cross-sectional and samples from the study "Efficacy and
safety of Artemether-Lumefantrine in the treatment of uncomplicated malaria by
Plasmodium falciparum”, approved by the National Bioethics Committee (115 / CNBS /
2014) were analyzed. A total of 163 samples collected on filter paper were analyzed and
the mspl gene region 2, the central region of the msp2 gene and the R2 region of the
glurp gene were amplified using the Nested PCR technique using the primers and
following the protocol described by Snounou et al (1999). Of the 163 samples, 154
(94.5%) amplified the msp 1 gene, 153 (93.9%) amplified the msp 2 gene and 122 (74.8%)
the glurp gene. Seventeen genotypes for the mspl gene, corresponding to the 3 allelic
families (6 for K1, 6 for MAD20 and 5 for RO33) were observed. For the msp2 gene, 27
genotypes of the two families were found (18 for IC/3D7 and 9 for FC27) and 9 genotypes
for the glurp gene, with 17 haplotypes detected in the total. There was a high degree of
genetic diversity, suggesting a large size in the parasite population and high intensity of
transmission. Studying the dynamics of populations of P. falciparum is important for the
monitoring of possible emergence and spread of resistance to antimalarial drugs.
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1. INTRODUCAO

A malaria € uma doenca infecciosa causada por um protozoario do género
Plasmodium. O Plasmodium falciparum € uma das cinco espécies de Plasmodium que
afectam humanos, sendo responsavel por cerca de 90% de todas as infecbes e € o
parasita mais predominante em Africa (1,2). A malaria é transmitida pela picada da fémea
do mosquito do género Anopheles e a intensidade de transmissédo depende de factores
relacionados ao parasita, ao vector, ao hospedeiro humano e ao meio ambiente (3).
Globalmente, existem aproximadamente 214 milhdes de casos de maléaria por P.
falciparum e um nuamero estimado de 438.000 mortes, sendo que a maioria das mortes
ocorre em criangas com menos de 5 anos que vivem na Africa Sub-Sahariana onde uma
crianca morre a cada 2 minutos devido a malaria. A taxa de mortalidade por malaria
apresentou um declinio de 77% em criancas menores de 5 anos, sendo que no entanto
esta passou de primeiro lugar para quarto em casos de mortes em todo o mundo (WHO,
2015b).

Em Mocambique a malaria é endémica e € a principal causa de morbidade e
mortalidade em criancas menores de cinco anos, sendo responsavel por cerca de 45%
de todos casos de consultas externas (4). Varios esforcos tém sido levados a cabo com
vista ao controlo e erradicacdo de casos de malaria mundialmente e, felizmente, de
acordo com Organizacdo Mundial de Saude (OMS), verificou-se uma reducao
significativa da carga global da malaria, do ano 2000 a 2015 atingindo deste modo os
objectivos do Milénio (WHO,2015b). Apesar dos esforcos realizados, varios factores tais
como, resisténcia dos mosquitos vectores aos insecticidas, a falta de vacinas eficazes, o
surgimento e disseminacdo de resisténcia dos parasitas aos medicamentos tém
contribuido para que ndo se atinja resultados mais satisfatorios no controlo ou na
eliminacdo da maléria em varias regidoes do planeta (5). Para o controlo da doenca torna-
se necessaria a implementacéo simultanea de varias estratégias eficazes, dentre varias,
a administracdo de farmacos para o tratamento adequado e oportuno, o diagnostico
laboratorial precoce, e ac¢gbes de combate aos vectores (WHO, 2014). Segundo a OMS
, 0 sucesso na reducédo da carga da malaria deveu-se a introdugédo massiva das medidas
de controlo tais com rede mosquiteira tratadas com insecticidas e a introdugédo do ACT
como primeira linha de tratamento para a malaria (WHO, 2015a).
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Contudo, a resisténcia aos anti- malaricos € um dos maiores obstaculos para o
controlo e a eliminacdo da malaria no mundo, especialmente para o P. falciparum; por
esta razao, essa resisténcia precisa ser cuidadosamente monitorada seja pela avaliacédo
de eficicia terapéutica, a andlise in vitro da susceptibilidade ou pelo uso de marcadores
moleculares associados a resisténcia do parasita as drogas (6). Ndo obstante, os
parasitas da malaria apresentam uma grande diversidade genética, conferido- Ihes
capacidade para evadir a resposta imune do hospedeiro e produzir variantes resistentes
aos medicamentos e as vacinas que estao sendo desenvolvidas e limitando a imunidade
protectora adquirida levando deste modo ao fracasso das medidas de controlo e
eliminacdo da malaria no mundo (7,8).

Os genes mspl, msp2 e glurp do P. falciparum que codificam antigenos séo
altamente polimérficos e a maior parte das infec¢cdes sdo multiplas isto €, com mais do
gue um genétipo do parasita simultaneamente, resultando em um alto nivel de
multiplicidade de infeccdo (MOI). Os marcadores moleculares de diversidade genética
comumente usados sd0 0s genes mspl, msp2 e glurp, que codificam proteinas
antigénicas, nomeadamente as proteinas 1 e 2 da superficie de merozoitos (MSP 1 e
MSP 2) e a proteina rica em glutamato (GLURP). A utilizacdo simultanea destes trés
marcadores é recomendavel pois permite a identificacdo de um elevado namero de
gendtipos e um adequado nivel de diferenciacdo dos parasitas (9—11).

Na Africa sub-sahariana,foi observado, que a maioria dos pacientes no momento
do diagndstico ja se encontravam infectados com mais do que um genétipo do parasita
(12).

Alguns autores associam frequentemente a alta transmissdo da maléria numa
determinada regido ao alto nivel de diversidade genética e a multiplicidade da infeccéo
(13). A variabilidade do P.falciparum pode acarretar consequéncias nas medidas de
controlo e favorecer o surgimento de resisténcia aos anti- malaricos, pois um alto grau de
MOI sugere efectiva recombinacdo genética dos parasitas e continua manutencao da
diversidade genética numa determinada populacéo (8).

A diversidade genética do parasita varia de acordo com as caracteristicas
epidemioldgicas de uma determinada regido (14). Num estudo realizado em quatro

localidades da Coldmbia verificou-se que numa das localidades foi encontrado um maior



namero de genotipos comparativamente as outras trés localidades e isto pode estar
relacionado com a alta incidéncia de malaria nessa regido (7).

Os métodos moleculares baseados em ADN, tais como a reac¢do em cadeia da
polimerase (PCR), fornecem uma descricdo sobre a populacdo de parasitas e a sua
diversidade permitindo precisar diferencas genéticas dentro da mesma espécie e
classificar as variantes alélicas (14,15). Para este estudo sera feita a amplificacdo da
regido 2 do gene msp 1, regido central do gene msp 2 e a regidao R2 do gene glurp pela
técnica Nested PCR.

Em Mocambique, a malaria continua sendo um grave problema de salude publica
e pouca ou nenhuma informacéo sobre a diversidade genética dos parasitas da maléria
usando simultanéamente os genes que codificam as proteinas MSP 1, MSP 2 e GLURP
€ até entdo conhecida. Deste modo as informacfes sobre a diversidade genética dos
parasitas da malaria em circulacdo no pais sdo essenciais, ndo sO para a compreensao
dos mecanismos relativos a patologia da malaria e aquisi¢cao de imunidade como também
para estabelecer uma estratégia adequada para o controlo dessa doenca no pais,
incluindo a producéo de uma vacina eficaz, assim como para prever o quao rapido pode
surgir e disseminar-se, por exemplo, a resisténcia ao antimalarico em uso (16).

Assim, o presente estudo foi realizado com o objectivo de avaliar a diversidade
genética do P. falciparum usando os genes que codificam as proteinas MSP 1, MSP 2 e
GLURP em criangas menores de 5 anos em duas regides de Mogcambique, aplicando

técnicas de genotipagem, num estudo de caracter descritivo transversal.

1.1. MARCO TEORICO

7

Malaria € uma doenca infecciosa causada por um protozoario do género
Plasmodium, transmitido de pessoa a pessoa através da picada do mosquito fémea do
género Anopheles. Existem cinco espécies de Plasmodium que afectam humanos
nomeadamente: P. falciparum (Welch 1897), P. vivax (Grassi & Filetti 1890), P. malariae
(Grassi & Filetti 1890), P. ovale (Stephens 1922), e P. knowlesi (Knowles & Gupta 1931)

pertencentes ao filo Apicomplexa e familia Plasmodidae, constituidas de varias



caracteristicas morfolégicas comuns (17,18). Varios critérios morfolégicos, moleculares

e epidemioldgicos permitem fazer a diferenciacéo destas espécies (19).

1.2. DESCOBERTA DO PARASITA

O Plasmodium spp., agente causador da maléaria foi originalmente descoberto em
novembro de 1880 pelo cirurgido Alphonse Laveran (1845-1922), quando observou o
parasita ao microscopio no sangue de um soldado com malaria da Algéria, pais em que
se encontrava para servir o exercito. Foram vistas formas filamentosas finas que se
moviam activamente (gametoécito macho exflagelando). Este evento marcou a descoberta
de Plasmodium spp. como agente causador da maléaria. Apds estes achados, Ronald
Ross (1857-1932) na India executou um trabalho arduo e identificou oocistos nos
intestinos do mosquito, considerando deste modo, o mosquito como sendo o vector do
Plasmodium spp. e desvendou o ciclo da maléria aviaria, 0 que veio contribuir para a
descoberta feita por Painstakingly em 1898 ao dissecar mosquitos e encontrar
esporozoitos do parasita. Por fim William George Mc-Callum em 1897, confirmou que o
processo de exflagelacdo é uma fase do ciclo de reproducéo sexual do Plasmodium spp.
e Batistta Grassi confirmou que os mosquitos anofeles eram os vectores da malaria
humana em 1900 (20).

1.3. EPIDEMIOLOGIA DA MALARIA

A maléria € uma doenca endémica em 91 paises do mundo (21). Globalmente,
estima-se que ocorreram 214 (149-303) milhdes de casos de malaria e 429.000 (236.000-
635.000) mortes por malaria anualmente, sendo que 80% dos casos e 90% das mortes
ocorrem no continente africano (Figura 1). Segundo a OMS, cerca de 303.000 (165.000-
450.000) das mortes ocorrem em criancas menores de 5 anos (3).

Na Africa Sub-Sahariana, 840 milhdes de pessoas vivem sobre o risco de contrair
malaria e 128 milhdes de pessoas séo infectadas por malaria, a todo o momento (22).
Em relacdo as infeccdes subpatentes de baixa densidade, estes nUmeros podem ser
relativamente mais altos do que os relatados. A prevaléncia da maléria em criangas com
idade compreendida entre 2 a 10 anos diminuiu nos ultimos anos, de 26% em 2000 para
14% em 2013 (22).



Cerca de 10% de todas as mortes em criancas menores de cinco anos, na Africa

Sub-Sahariana séo causadas por malaria (3).

Malaria deaths per 100 000 population, 2013
B 100 1-9
B G055 =1 Mo malaria transmission, 2013
1045 Estimated malaria deaths equals zero Mot applicable Source: WHO estimates

FIGURA 1: Estimativa de mortes por malaria no mundo. Fonte: WHO world malaria
Report, 2014.

1.4. MALARIA EM MOCAMBIQUE
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Nos paises da Africa sub-sahariana a malaria é a maior causa de internamentos
pediatricos e consultas hospitalares (3). Em Mocambique, a infeccdo por malaria &
endémica, e € um dos principais problemas de saude publica, sendo responsavel por
cerca de 45% de todos casos de consultas externas, aproximadamente 56% dos
internamentos nas pediatrias e cerca de 26% do total de mortes nos hospitais. Na zona
rural a prevaléncia da maléria entre criancas menores de cinco anos é de 46,3% em
comparacao com 16,8% em &reas urbanas (IIM, 2007; WHO, 2015). Nesta zona, criangas
com idades compreendidas entre 6 meses a 3 anos estdo em alto risco de contrair malaria
(23).



A taxa de fatalidade varia de 1,8 a 9,6% dependendo da regido sendo que o
Plasmodium falciparum é responsavel por 90% de todos 0s casos e 0s principais vectores
sao o Anopheles funestus, A. gambiae e A. arabienses (3,24).

A transmissao da maléaria no pais é sazonal, ocorre ao longo de todo o0 ano com
picos durante e apos a época chuvosa que ocorre entre os meses de dezembro e abiril.
Em Mocgambique a intensidade de transmissdo da malaria é variavel, dependendo da
precipitagéo das chuvas e de outras condi¢gdes ambientais (4). A prevaléncia encontra-
se entre 13,7% e 21,0% e 30,5% e 34,0%, no final da época seca e no final da época
chuvosa, respectivamente (24).

Segundo Sadute et al. (2003a), mais de 70% de criancas apresentam mais do que
um episodio de maléria em curto periodo de tempo. Estima-se que, em media, a taxa de
inoculacdo entomoldgica chega a ser até 15 picadas efectivas por pessoa por ano

Vérios esfor¢cos tém sido feitos para o controlo da malaria no pais tais como o0 uso
de redes mosquiteiras tratadas com insecticidas (REMTI), pulverizacdo intra-domiciliar
(PIDOM), tratamento intermitente presuntivo (TIP), diagndstico e tratamento precoce e
producdo de uma vacina eficaz (25). Ensaios para producdo de uma vacina vém

acontecendo no pais, pois seu desenvolvimento é urgentemente necessario.

1.5. AGENTES ETIOLOGICOS E VECTORES

Entre as cinco espécies que infectam ao ser humano, o P. falciparum é a espécie
mais predominante em Africa sendo a principal causa de malaria grave e morte por
maléria (26). A quinta espécie de Plasmodium spp, P. knowles pensa-se que ndo é
transmitida de pessoa para pessoa, mas sim através de transmissao zoonoética (3). Um
individuo pode ser infectado simultaneamente por diferentes espécies de plasmadio
(infec¢des mistas), podendo serem encontrados casos nao muito frequentes de infeccbes
triplas ou quadruplas; contudo o nivel de parasitemia € diferente em cada Plasmodium
spp. (27). O quadro torna-se mais grave com a presenca de variantes genéticas de uma
mesma espécie num individuo, podendo diferir entre si quanto a sua constituicao
antigénica, perfil de resisténcia a anti-malaricos e outros aspectos como também em caso
de individuos oriundos de regifes ndo endémicas para a maléaria (19,27). Os primeiros

sintomas da malaria tais como dores de cabeca, fadiga, dores abdominais seguidas das



febres, calafrios, vOmitos, anorexia e outros, ndo séo especificos e sao similares aos de

outras doencas (22).

1.6. CICLO DE VIDA DO PLASMODIUM SPP.

O sucesso da infeccao pelos plasmaédios que causam malaria humana depende de dois
hospedeiros, 0 homem (ciclo assexuado) e um mosquito fémea (ciclo sexuado). O ciclo
comeca quando uma pessoa infectada pelo Plasmodium spp. é picada pelo mosquito
fémea do género Anopheles no momento do repasto sanguineo. Durante a picada, o
mosquito injecta saliva que serve de anticoagulante antes de sugar o sangue do
individuo. De seguida ocorre a injeccdo de esporozoitos (forma infectante) que se
encontra nas glandulas salivares do mosquito para a pele onde podem permanecer até
por seis horas e de seguida um terco dos mesmos, os que nao foram destruidos pelos
macréfagos, entram nos vasos linfaticos e migram para os linfonodos regionais. Apés 30
minutos 0s esporozoitos, invadem as células do figado (hepatdcitos), originando células
unicelulares denominadas criptozoitos. Com a divisdo nuclear subsequente,
esquizogonia tisular, forma-se uma célula multinucleada denominada esquizonte, que
daréa origem aos merozoitos. O hepatdcito parasitado rompe-se, liberando milhares de
merozoitos. A esquizogonia que ocorre nos hepatécitos e denominada esquizogonia
hepatica ou exoeritrocitaria ou tisular; nesta fase os sintomas clinicos nao se manifestam.
Em algumas espécies tais como P. vivax e P. ovale, alguns esporozoitos originam formas
dormentes, denominadas, hipnozoitos, que persistem no figado e podem com o tempo
acordar, resultando nas recaidas tardias.

De seguida os merozoitos invadem exclusivamente as hemacias (fase intra-
eritrocitaria). O P. vivax invade os eritrocitos imaturas (reticulocitos), enquanto o P.
falciparum invade eritrocitos de todos os estagios com preferéncia para os jovens. No
interior dos eritrécitos ocorre a esquizogonia eritrocitaria (divisao celular) onde estes se
transformam em trofozoitos. Apos esta transformacéo, de trofozoito para esquizonte,
ocorrem entre 3 a 6 divisdes mitoticas. Os esquizontes apresentam entre 6 a 32 nucleos,
dependendo da espécie, que se transformardo em merozoitos. Ao final da esquizogonia
eritrocitaria, os merozoitos sao libertados na corrente sanguinea, sendo um periodo

caracterizado por picos de febres periddicos. O intervalo entre os picos febris



corresponde a duracdo da esquizogonia sanguinea em cada espécie de Plasmodium
spp. Novas hemacias séo invadidas por merozoitos transformando-se em trofozoitos e
posteriormente em esquizontes repetindo o ciclo de esquizogonia eritrocitaria; devido a
factores ndo muito claros podem se diferenciar em formas sexuadas, 0os gametécitos, que
sdo as formas infectantes para o mosquito vector. Dentro dos vetores, o gametocito
masculino sofre exflagelagdo que resulta em microgadmetas enquanto o gametécito
feminino transforma-se em macrogameta. Caso estas formas sejam ingeridas por
mosquitos, ocorre de seguida uma fusdo entre os microgametas e macrogametas
formando-se um zigoto que em poucas horas transforma-se em um estagio movel
chamado oocineto. Ao penetrar na parede do estdbmago do mosquito, 0 oocineto
transforma-se em oocisto. Com a ruptura do oocisto, milhares de esporozoitos liberam-
se e migram activamente para as glandulas salivares dos mosquitos que a cada repasto
sanguineo séo injectados na corrente sanguinea do hospedeiro vertebrado. Esta fase do
ciclo é denominada de fase esporogonica e corresponde ao periodo de incubacao
extrinseco (19,28,29) (Figura 2).



Mk = Infective Stage

A: Diagnostic Sage Human Liver Stages
LA Liver call g - g Infeched
BAF .hru'rlll. FEQ l-l & o ¥ '_' _:._1 IL. Iroar oall
Mosquito Stages hittp: s dpd. ode. govidpds ! e
Ruptured
. @ oA
l' 1 oacyst Mosquite lakes [ A

.. --,:-- K a Bload el
it Exg-arythrocytic Cycle
ST Release of (injects $prcIoies] rylhrocytic Cye

mi}ﬂ:‘rsl / Em:mlcs
Rup{uu—d :.chtz\qnt Toey
....\-. e, e ) B
) _.'.h-;_,‘ " Schizom

\. ". ':""F'"'.‘ Y
¥ ._.‘_.. " A—
Sporogonic Cycle 1 , Human Blood Stages

5, —— Immature
rophazoibe

(5] F fring stage)
Mesquita takes s ﬂ

@ blood meal
Ill1€_".\€'§|$ QAMEOCyHES)
Macregametocyle B
e B
ot Rl i - Erythrocylic Cycle wature Bk
-
Microgamete entering / l—r ‘.‘: " rophozeie
FrCr ol a ;@ “u ’, _T,-'.'
P fakiparm o . m
Exflagellated o ’7 } Huhplurel-:lk "-ﬁ\".: A /
micregamatocyte | schizan . .
. e - d Sc.hlzunl.ﬂ. e
2 ﬂ Gamchcﬂcsﬂ - '_.ﬂ”-.?
P vy @ F T Gametocybes
P gunlp d

P madanios

FIGURA 2. Ciclo de vida do Plasmodium spp. no hospedeiro vertebrado e invertebrado.
Fonte: http://dpd.cdc.gov/dpdx

O desenvolvimento da fase assexuada sanguinea do parasita causador da malaria

acarreta varias consequéncias patoldgicas, tais como elevada morbidade e mortalidade,

especialmente quando a infeccdo é

7

por P. falciparum (30). O P. falciparum tem

caracteristicas distintas de outros plasmaodios relacionadas com a sua maior viruléncia,

pois esse parasita produz maior nimero de merozoitos e ao facto de ter capacidade de

infectar eritrécitos de todas as idades (20). E a Unica espécie que provoca alteracdes na

microcirculagdo. Contudo o principal factor que Ihe confere maior viruléncia € a

citoaderéncia isto €, a capacidade de adesdo das hemacias parasitadas ao endotélio de

pequenos vasos sanguineos bem como a adesdo das hemacias nao parasitadas

formando “rosetas”. As hemacias infectadas apresentam protrusdes eletrodensas em sua

superficie que facilitam este processo (19,31).
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Os trofozéitos maduros e esquizontes sanguineos sao responsaveis pelo
fenomeno de citoaderéncia pois produzem moléculas chamadas adesinas que migram
para a membrana dos eritrocitos parasitados formando os Knobs (protuberancias)
(19,31). A principal molécula envolvida nesta aderéncia aos receptores endoteliais € uma
proteina polimérfica, PFEMP-1 (proteina de membrana de eritrécito 1) codificada pela

familia de genes var (19).

1.7. DIAGNOSTICO

A Organizacao Mundial da Saude (OMS) recomenda que todos os individuos com
suspeita de malaria sejam examinados para evidenciar a presenca de parasitas, ou
através da técnica de microscopia ou pelo teste de diagnéstico rapido (TDR) pois 0s
sinais e sintomas clinicos da doenca ndo permitem afirmar com certeza a infec¢ao por
malaria nem o tipo de espécie parasitaria (32).

As quatro espécies de Plasmodium spp. que causam maldria humana
P.falciparum, P. vivax, P. malariae e P. ovale sao diferenciadas morfoldgicamente e a
quantificacdo dos parasitas € feita por microscopia; enquanto que a confirmacao
diagnoéstica da quinta espécie, o P. knowlesi, € feita através da PCR devido as
semelhancas existentes com o P. malariae e o P. falciparum (32). Os TDR permitem
detectar antigenos parasitarios especificos ou enzimas espécie-especifica e podem ser
usados na auséncia da técnica de microscopia (32).

Métodos de identificacdo molecular, tais como o Nested PCR (variagdo da PCR),
apresentam maior sensibilidade e especificidade, detectando deste modo baixos niveis
de parasitemia, fazendo uma melhor identificacdo de espécies. Entretanto ndo obstante
este ndo pode ser usado rotineiramente devido ao seu alto custo e complexidade nao
desempenhando deste modo um papel no manejo clinicos dos casos de malaria (32).

Define-se como caso de malaria quando h& pacientes que apresentem
sintomatologia compativel, diagnostico clinico e parasitas assexuados num numero maior

que 0 parasitas/pl (32,33).
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1.8 TRATAMENTO DA MALARIA

Varios factores influenciam na tomada de decisdo sobre que tratamento seguir;
sao estes: a severidade da doenca, a espécie de Plasmodium spp, o estado de gravidez,
o local de aquisicdo da infeccao, entre outros (26). A infeccao por P. falciparum pode ser
grave e progredir muito mais rapido que a infec¢ao por outras espécies causando a morte
velozmente; neste contexto o inicio do tratamento tem que ser urgente. Também, o P.
falciparum é resistente a diferentes medicamentos segundo a regido, o que reforca a
necessidade da avaliacdo especifica do caso antes da administragdo do tratamento.
Pacientes diagnosticados com malaria ndo complicada receberdo um tratamento por via
oral e os com malaria grave, tratamento parenteral. (26,32). A terapia combinada
baseada em derivados de artemisinina (ACT) € recomendada para o tratamento de
malaria por P. falciparum ndo complicada e a cloroquina para malaria por P. vivax em
criancas e adultos, excepto em mulheres gravidas. Nos paises onde se verificou a
resisténcia a cloroquina, o P. vivax é tratado com outros derivados de ACT (32). Os ACTs
foram adaptados como tratamento de primeira linha para o P. falciparum em varios paises
com relatos de surgimento de resisténcia a cloroquina, como é o caso de Mogambique
(23,32).

1.9 IMUNOLOGIA DA MALARIA

A infeccdo por malaria desencadeia uma resposta regulada pelo sistema imune
inato, adquirida assim como por factores ambientais (34). Em paises endémicos para
malaria, como é o caso de Mogcambique, criancas nascidas de maes imunes para malaria
estdo protegidas nos primeiros meses de vidas pelos anticorpos maternos transferidos
através da placenta, mas apés os primeiros seis meses de vida perdem esta imunidade;
essas criancas antes da aquisicdo de imunidade activa ficam susceptiveis a doenca
grave podendo morrer por malaria. Por esta raz&o criangas menores de cinco anos sao
0 maior grupo de risco e a faixa etaria preferencial para as medidas de controlo (29,34).
Na malaria, a aquisicdo da imunidade activa e permanéncia da mesma, € consoante a
exposicdo lenta e repetitiva do individuo ao parasita (20). O contacto inicial entre o
merozoito e o eritrécito € mediado por estruturas filamentosas que constituem a superficie

do merozoito. Varias proteinas da classe glicosilfosfatidilinositol (GPIs) estdo envolvidas
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no processo de invasao dos eritrocitos; acredita-se que os antigenos de superficie sao
0s principais envolvidos no reconhecimento da superficie do eritrécito e desempenham
papéis diferentes no processo da invaséo do eritrocito (34,35). Fazem parte deste grupo
as proteinas de superficie de merozoito 1 e 2 e a proteina rica em glutamato entre outras
(17) .

Quando ocorre a infeccdo pelo parasita ocorre uma forte activacdo de
imunoglobulinas ndo especificas, porém sua importancia assim como das células B
policlonais ndo estad sendo estabelecida. A maior importancia do desenvolvimento da
imunidade humoral da malaria no estagio sanguineo sdo os antigenos de parasitas
expressos na superficie dos eritrécitos infectados. Estes antigenos sdo membros de
familias de proteinas altamente variaveis o que favorece ao parasita a invasdo da
resposta imune e € um importante factor de viruléncia. Neste contexto anticorpos
mediadores da inibicdo da invasdo do merozoito aos eritrocitos sdo menos eficazes (34).

Os antigenos candidatos a inducéo dos anticorpos protectores podem se localizar
nas organelas apicais ou nas superficies dos merozoitos (MSP 1 e MSP 2) assim como
nas superficies de eritrdcitos (17). Os antigenos de superficie de merozoitos (MSP) do
Plasmodium spp. séo fortemente selecionados pelo sistema imune do hospedeiro
provavelmente por estarem presentes em um dos poucos estagios extracelulares do
parasita. Bloquear esta fase da invasdo dos merozoitos aos eritrocitos impederia o
desenvolvimento do parasita; por esta razdo 0s merozoitos sdo um alvo importante para
producao de vacinas (36).

A imunidade para malaria é adquirida lentamente; contudo a diversidade genética
do parasita influencia neste processo dificultando a aquisicdo desta imunidade pois a
imunidade produzida por uma cepa de P. falciparum ndo serve para uma outra cepa
diferente (14).

1.10 PROTEINA DE SUPERFICIE DE MEROZOITO 1 (MSP 1)

A proteina de superficie de merozoito 1 (MSP 1) é uma glicoproteina com cerca

de 190 kDa de tamanho, encontrada em todas as espécies de Plasmodium spp que
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causam malaria, e € importante na invasao de eritrocitos pelo merozoito sendo portanto
um dos principais alvos da resposta imune do hospedeiro humano (18,37,38). Neste
contexto a proteina € uma das principais candidatas a vacina da maléria do estagio
sanguineo (39,40).

O gene mspl, que codifica a proteina MSP 1, é um gene de copia Unica, altamente
polimorfico,localizado no cromossoma 9 contendo 17 blocos variaveis de sequéncias,
podendo ser conservadas ou semi-conservadas. Nos blocos 1, 3, 5, 12 e 17 as
sequéncias sdo conservadas. Os blocos 2, 4, 6, 8, 10, 14 e 16 as sequéncias mostram
alta diversidade enquanto nos restantes blocos 7, 9, 11, 13 e 15 as sequéncias sao semi-
conservadas. O Bloco 2 encontra-se na regido proxima da extremidade 5’ do gene e é a
mais polimérfica do mspl pois contém estruturas altamente repetitivas (18,38-41). O
mspl esta agrupado em trés familias alélicas até, entdo identificadas, nomeadamente
K1, MAD20 (duas diferentes sequencias trimétricas repetidas) e RO33 (com escassez de

regides repetitivas) (18,42,43) (Figura 3).

MSP-1
A Bloco 1 2 3 45 & 78 9 10 1112 131415 16 17

\ . Blocos variaveis
/ \ D Blocos semi-conservados

\ D Blocos conservados

\ Familias
Bloco 2 \ alélicas

| | ™AD-20

| | K=1

I Ro<

Figura 3: Esquema do gene mspl e suas familias alélicas, MAD 20, K1 e RO33. Fonte:

Jimenéz, et al.,2005.
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1.11. PROTEINA DE SUPERFICIE DE MEROZOITO 2 (MSP 2)

E uma das maiores candidatas a vacina contra a malaria sendo uma proteina
altamente polimorfica. O gene msp2 que codifica a proteina MSP2 estd presente emm
uma unica copia no genoma, contém cinco blocos de sequéncias sendo o bloco central
0 mais polimérfico flanqueado por sequéncias conservadas (Blocos 1 e 5), duas regides
variaveis nao repetitivas (Blocos 2 e 4) e a regido central polimérfica (Bloco 3) contendo
0 numero variavel de fitas repetidas. O msp2 apresenta duas familias alélicas: Fc 27 e
3D7 ou IC que se diferem na variabilidade da sequéncia do bloco 3 (18,42,44) (Figura
4).

Bloco 3 (Central) do MSP 2

) N\ .
p
Fc27 { \.
Ic

L T | |

Mm[TT] Regiao nao repetida especifica da familia alélica
I Regido repetida especifica do alelo

Figura 4: Esquema da estrutura das familias alélicas do gene msp2, Fc 27 e 3D7. Fonte:

Jimenéz et al.,2005.

1.12. PROTEINA RICA EM GLUTAMATO (GLURP)

O gene glurp encontra-se localizado no cromossoma 10 e codifica uma proteina
de 1271 residuos com peso molecular de 145kDa. A sequéncia inclui duas regides
hidrofébicas constituods por 23 residuos na regido N- terminal e a regido C- terminal com
33 residuos (45). Contém uma regido central conservada nao repetida e outras regiées
repetidas. Uma das regides repetidas € denominada RIl com aproximadamente 60 pb

gue varia entre as diferentes cepas do Plasmodium (14). (Figura 5).
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Figura 5: Esquema da regido Il, da proteina que codifica GLURP.

1.13. DIVERSIDADE GENETICA DO PLASMODIUM FALCIPARUM

O P. falciparum apresenta um enorme polimorfismo genético (12,46). Devido a sua
alta capacidade de recombinacdo, este parasita apresenta uma grande diversidade
genotipica e fenotipica (14,47). O polimorfismo alélico e a reproducao sexual obrigatoria
do ciclo do parasita sao responsaveis pela ocorréncia de recombinagcdo meidtica classica
e um evento nao reciproco de recombinac¢ao, contribuindo deste modo para geracao de
novos genotipos e producéo de diversas proteinas. (48,49)(48,49).

Esta diversidade genética confere ao parasita a capacidade de evadir a resposta
imune e produzir variantes antigénicas incapazes de serem reconhecidas pelo
hospedeiro, tornando-os resistentes a medicamentos e as vacinas, levando também ao
insucesso das medidas do controlo vectorial (8,14).

O facto dos genes que codificam as proteinas MSP 1, MSP 2 (candidatas as
vacinas) e GLURP, serem altamente polimérficos € o maior impedimento para producéo
de vacina contra a malaria (8). A diversidade genética do parasita e a multiplicidade da

infeccédo (MOI) estao correlacionados com a intensidade de transmisséo (8).
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Realizar a genotipagem de amostras usando PCR alelo especifico para os genes
mspl, msp2 e glurp nos permite obter informacdes sobre a diversidade genética e o grau
de multiplicidade de infeccdo numa é&rea determinada e verificar a intensidade de
transmissao do parasita (8). Em um estudo realizado em Myanmar, foi observado que os
genes msp 1 e msp 2 se mostraram altamente polimorficos e a maior parte das infeccbes
eram multiplas: foram encontradas 46 amostras pertencentes a familia alélica K1, sendo
que em 63,5% das amostras, (40/63) foram encontradas infecdes mistas com a familia
MAD20 e 17 amostras foram mono-infeccbes com MAD20. Para o gene msp2 foram
encontradas, 12,7% (8/63) das amostras pertencentes a familia FC27 e 19,0 % (12/63)
pertencentes a familia 3D7 e 68,3% (43/63) com infec¢des mistas. A multiplicidade da
infeccéo foi relativamente alta, 2,03 e 2,35 para msp 1 e msp 2, respectivamente (5).
Esses antigenos, sdo directamente acessiveis ao sistema imune por isso sdo fortes
candidatos a vacinas.

Na Africa subsahariana, nos paises onde a malaria e endémica, os estudos
mostram que em média a maior parte dos pacientes infectados pelo P. falciparum
apresentam mais do que um genétipo no dia 0 (12). Em zonas endémicas para malaria,
como € o caso de Mocambique, a principal causa de diversidade genética e multiplicidade
de infeccdo € o numero de picadas infectivas a uma pessoa por ano que produz uma
constante geracdo de novos gendtipos do parasita, pois um individuo pode estar
infectado com multiplos clones de P. falciparum (MOI) e o mosquito ingerir gametécitos
pertencentes a clones geneticamente distintos, gerando novas combina¢des genéticas
(14).

As proteinas MSP 1 e MSP 2 do P. falciparum sédo os principais antigenos
sanguineos candidatos a vacina e excelentes marcadores genéticos para identificacéo
de subpopulacdes de parasitas. Em relacdo ao gene glurp, em um estudo feito por Yuan
et al., (2013) realizados no nordeste de Myanmar, regido endémica, foram identificados
cerca de seis alelos deste gene o que torna necessaria a introducéo deste marcador nos
estudos de diversidade genética.

Varios estudos como os de Yuan et al. (2013) e Kang et al., (2010), ap0s feita a
genotipagem dos alelos especificos de msp 1, msp 2 e glurp, revelaram uma extensa
diversidade genética e um elevado grau de multiplicidade de infeccdo (MOI).

Especificamente os trabalhos de Yuan et al. (2013) ao analisar a diversidade genética de
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msp 1 e msp 2 detectaram 30,1% e 21,3%, respectivamente, de infecdes com mais de
um clone de P. falciparum e 1,6 % para glurp. O estudo de Atroosh et al., 2011 observou,

na Malasia, que a frequéncia das familias alélicas mspl é mais alta que as do gene msp?2.

1.14. MULTIPLICIDADE DA INFECCAO (MOI)

Neste estudo considerou-se multiplicidade de infeccdo (MOI), o maior nimero de
alelos num gendtipo detectado em uma amostra isto é, numero de diferentes genotipos
do parasita que infectam simultaneamente o mesmo individuo. Denomina-se infeccéo
monoclonal, se cada um dos trés genotipos isolados tiver apenas um alelo (50). Um alto
grau de MOI sugere uma efectiva recombinacéo genética dos parasitas e continuidade
na manutencao de diversidade genética (8). O estudo realizado por Mwingira et al., (2011)
em paises da Africa Subsahariana mostrou uma média de MOI alta, sendo de 2,24 para

msp 2, de 1048 para msp 1 e de 1,4 para glurp.

1.15. JUSTIFICATIVA

Apesar da importante diminuicdo no nimero de casos, entre os anos de 2000 &
2015, a malaria continua sendo um importante problema de salde publica global. No ano
2015 foram estimados 212 milhdes de casos novos da doenca com 429.000 mortes,
sendo que 90% da morbidade e 92% da mortalidade ocorreram no continente Africano.
A OMS estima que Mocambique contribuiu com 4% da morbidade e da mortalidade por
maléria no ano 2015 no planeta (21)). Em Mogambique a maléria continua sendo um
grave problema de salde publica com cerca de 22 milhdes de pessoas vivendo em areas
de alta transmissdo. A malaria em crian¢cas menores de cinco anos representa um grande
foco de preocupacéo pois esse grupo ainda ndo apresenta imunidade adquirida para a
doenca. Por este motivo, um enorme esfor¢co tem sido feito para o controlo e prevencao
da malaria no pais. Alguns factores como a resisténcia aos insecticidas, a rapida
emergéncia e disseminacdo da resisténcia dos parasitas as drogas anti- maléricas e a
falta de uma vacina efectiva sdo 0s maiores obstaculos para o sucesso desse combate.
Neste contexto uma vacina efectiva contra a infecdo pelo P. falciparum é de caracter
urgente, porém, infelizmente uma das limitacdes para seu desenvolvimento é a grande
diversidade genética observada nas populacdes de parasitas circulantes no pais,
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limitando a aquisicdo da imunidade protectora para a malaria por meio de diferentes
mecanismos como a evasao a resposta imune do hospedeiro. Além de influenciar para a
baixa imunidade protectora, essa diversidade genética tem um impacto na epidemiologia
da doenca nestas regides; a multiplicidade de infeccdo de uma regido pode fornecer
informacéo sobre o nivel de endemicidade e taxa de transmissdo da malaria dessas
areaspois quanto maior for a taxa de multiplicidade de infeccdo maior é a intensidade . O
estudo da dindmica de populagfes de parasitas circulantes é importante para que sejam
tomadas as melhores decis@es politicas para o controlo da maléria, pois factores como a
variabilidade da intensidade de transmisséo e a diversidade genética tem consequéncias
na eficiéncia destas medidas de controlo.

Vérios estudos sobre diversidade genética de P. falciparum ja foram realizados no
mundo e na Africa sub-sahariana; no entanto os dados disponiveis sobre a dindmica do
P. falciparum nas crian¢cas em Mogambique sao limitados. Estudar a diversidade genética
usando criancas éimportante pois estas ainda ndo foram expostas as diferentes
populacdes de parasitas. Estudos realizados por (51) no distrito de Chokwe sobre a
diversidade genética de P. falciparum, usando como marcador o gene que codifica para
a proteina MSP 2 em individuos adultos HIV positivos, mostrou uma alta diversidade
genética de P. falciparum (25 genétipos); outros dois estudos realizados por (52,53) em
adultos no distrito de Manhica também observou alta diversidade genética. Contudo
nenhum estudo foi feito até entdo em criancas menores de cinco anos com malaria ndo
complicada em Mocambique.

Por outro lado, com a introducéo e expansao da terapia baseada em Artemisinina
(ACT) no pais, a frequéncia alélica e a diversidade genética do P. falciparum deve ser
monitorada regularmente em relacdo a confiabilidade do resultado e o possivel
surgimento e disseminacao de resisténcia as drogas anti- malaricas. O msp 1, msp 2 e
glurp sdo marcadores que identificam a diversidade genética dos P. falciparum numa
area determinada (54). Sao esses marcadores que permitem classificar se uma infec¢ao
€ nova ou trata-se de uma recrudescencia, informacfes essenciais para avaliar a
presenca de genotipos resistentes aos antimalaricos nos estudos clinicos de eficacia
terapéutica. Este estudo pretendeu estabelecer a diversidade genética e a multiplicidade
da infeccdo entre criancas menores de cinco ano usando trés dos mais importantes

marcadores existentes: os gens msp 1, msp 2 e glurp.
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2. OBJECTIVO GERAL

Avaliar a diversidade genética de amostras clinicas de Plasmodium falciparum isoladas
de criangas menores de cinco anos em dois distritos de Mogambique, utilizando como
alvos, genes mspl, msp2 que codificam as proteinas de superficie do merozoéito MSP 1

e MSP 2 e gene glurp que codifica para a proteina rica em glutamato GLURP.
2.1. OBJECTIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a frequéncia alélica dos genes que codificam as proteinas MSP 1, MSP
2 e GLURP do Plasmodium falciparum em criangas menores de 5 anos com

malaria ndo complicada;

e Determinar a multiplicidade da infeccao por diferentes gendétipos do Plasmodium

falciparum em criangas menores de 5 anos com malaria ndo complicada;

e Comparar a multiplicidade da infeccao por diferentes genétipos do Plasmodium

falciparum nos distritos de Chokwe e Moatize, em Mocambique;

e Relacionar densidade parasitaria com multiplicidade da infeccdo em criancas

menores de 5 anos com malaria ndo complicada.

¢ Relacionar idade com multiplicidade da infeccdo em criancas menores de 5 anos

com malaria ndo complicada.
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3. METODOLOGIA E DESENHO EXPERIMENTAL

3.1. DESENHO E POPULACAO DE ESTUDO

Foi feito um estudo descritivo transversal no qual foi investigada a diversidade
genética do Plasmodium falciparum em criangcas dos 6 meses a 5 anos de idade com
diagnéstico microscopico positivo para malaria por P. falciparum ndo complicada que
visitaram o0s postos de sentinela de estudo em busca de cuidados de saude e

preencheram os requisitos para o recrutamento.

3.2. AREA DE ESTUDO

As amostras para o presente estudo foram colhidas durante um estudo para "Eficicia e
seguranca de Artemether- Lumefantrina no tratamento da malaria ndo complicada por
Plasmodium falciparum mediante busca passiva, realizado em postos de sentinela
montados em 4 distritos de zonas rurais em Mo¢cambique nhomeadamente: Regido Norte
na Provincia de Cabo-Delgado — Montepuez com 166.227 habitantes, Regido Centro nas
Provincias de Tete — Moatize com 26 560 habitantes e Provincia de Sofala — Dondo com
117 719 habitantes e Regido Sul na Provincia de Gaza — Chokwe com 186 597 habitantes
(55). Para o presente estudo de diversidade genética foram usadas apenas amostras de
dois dos postos de sentinelas, do distrito de Moatize na regiao centro e Chokwe na regido
sul, do pais.
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Figura 6: Mapa de Mogambique com destaque os locais de estudo (Chokwe e Moatize).

3.3. TAMANHO DE AMOSTRA

O tamanho minimo da amostra estimado foi de 113 criangas; este tamanho amostral foi
calculado seguindo a férmula N=pgz?/d? usada para estudos transversais, onde p é a
probabilidade de casos positivos, g é a probabilidade de casos negativos, d é a precisao
absoluta e z é o valor correspondente ao intervalo de confianga com uma margem de
erro de 5% e com uma correcdo de 1.2 de acordo com recomendagédo da OMS. Para o

estudo, apesar do célculo do tamanho de amostra ser de 113, foram usadas 163
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amostras, 75 para o0 posto de sentinela de Moatize e 88 para o posto de sentinela de
Chokwe.
3.4. CARACTERISTICAS DAS AMOSTRAS
Foram incluidas neste estudo as amostras de pacientes com as seguintes condicdes:
. Idade entre 6 e 59 meses;
« Mono-infeccao por P. falciparum confirmada por microscopia;
« Parasitémia entre 2000 — 200000 parasitas assexuadosl/ul de sangue;
. Consentimento informado pelos pais ou responsaveis legais das criancas

Para cada amostra incluida no estudo foram extraidos dos dados do estudo: dados
da mae, informacdes sobre a proveniéncia (posto de sentinela, provincia), data de
colheita, idade da crianga, sexo, densidade parasitaria.

3.5. COLHEITA DE AMOSTRAS

Para todas as criancas elegiveis para participar do estudo foram colhidas amostras
de sangue em laminas para gota espessa e estendida no dia 0, para a contagem de
parasitas de modo a confirmar os critérios de inclusdo e de exclusdo. Apés a inclusdo do
paciente no estudo, no dia 0 também foram colhidos 200ul de sangue para o papel de
filtro (antes do tratamento com anti-maléarico). As amostras foram armazenadas apos a
secagem a temperatura ambiente no papel de aluminio e de seguida colocadas num
ziplock contendo um indicador de humidade e silica gel de acordo com as instrucdes do
fabricante e posteriormente usadas para o0s procedimentos laboratoriais descritos

abaixo. As amostras foram coletados entre os meses de Fevereiro e Marco de 2015.

3.6. TRANSPORTE DE AMOSTRAS

As amostras em papel de filtro devidamente acondicionadas e empacotadas foram
transportadas dos dois postos de sentinela para o laboratorio Nacional de Referéncia da
Malaria (LNRM) do Instituto Nacional de Saude (INS) em Maputo onde foram

armazenadas a temperatura ambiente e seguidamente foram transportadas para o
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Laboratério de Doencas Parasitarias do Instituto Oswaldo Cruz (Fiocruz) em temperatura
ambiente seguindo o protocolo internacional de envio adequado de amostras usando o

sistema triplo.

3.7. ANALISE L~ABORATORIAL )
3.7.1. EXTRACAO DE ADN GENOMICO

O ADN do P. falciparum foi extraido de amostras de gotas de sangue contidas em
papel de filtro, nas quais foram feitos dois cortes (1cm diametro) em cada papel de filtro
correspondente a um paciente, usando mini kit comercial QIAmp DNeasy Blood (QIAgen,
USA) de acordo com o protocolo do fabricante para extracdo de Drie Blood Spot (DBS).
Resumidamente, os papéis de filtro foram colocados em tubos estéreis de 1,5 ul aos
quais foram adicionados 180 pl de tampao ATL para posterior incubacédo 85° ¢ por 10
minutos. De seguida centrifugou-se rapidamente (short spin) e adicionam-se 20 ul de
Proteinase K. Depois cada tubo foi para o vortex e de seguida para a incubagédo a 56° ¢
por uma hora. Apds uma 1h foi feito o short spin e adicionaram-se 200 ul de tampéao AL,
homogenizacdo da mistura no vortex, e incubou-se a 70° ¢ por 10 minutos.
Posteriormente foram adicionados 200 ul de etanol puro, a mistura foi homogeinizada no
vortex, centrifugadas rapidamente e transferiu-se para as mini colunas. Centrifugou-se a
800 rpm por um minuto e descartou-se o sobrenadante. Para primeira lavagem adicionou-
se 500 ul de tampao AW1 e centrifugou-se por um minuto a 1000 rpm e descartou-se o
sobrenadante; para a segunda lavagem adicionaram-se 800 pl de tampao AW2,
centrifugou-se por 3 minutos a 14.000 rpm. Por final colocou-se as colunas num tubo
novo, adicionaram-se 150 ul do tampéao de eluigdo AE deixando-o incubar a temperatura
ambiente e centrifugou-se por um minuto a 8000 rpm. Depois transferiu-se o ADN para

um tubo novo e armazenou-se na geladeira até o uso.

3.7.2. DIAGNOSTICO MOLECULAR
3.7.2.1. PCR DIAGNOSTICO DE PLASMODIUM FALCIPARUM

Para confirmacéo da positividade encontrada microscopicamente do P. falciparum,

foi feita PCR diagnostica para todas as amostras seguindo o protocolo de Snounou et
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al.,1999 com algumas modificagdes. E uma PCR aninhada (Nested PCR), baseada em
duas amplificacdes, onde utilizou-se o produto da 12 reaccao genérica Plasmodium sp.
para realizacdo da 22 reaccdo especifica para P. falciparum. Na primeira reaccao
amplificou-se o fragmento usando um par de iniciadores rPLU5 5-CTTGTTG
TTGCCTTAAACTTC-3" e rPLUB 5'-TTAAAAT TGTTGCAGTTAAAACG-3' e na segunda
reaccdo amplificou-se o fragmento usando um par de iniciadores rFAL1 5'-TTAAACT
GGTTTGGGAAAACCAATAT-3" e TrFAL2 5 -ACACAATGAACTCAATCATGACTAC
CCGTC 3'. Aamplificagao foi realizada usando o termociclador Eppendorf® MasterCycler
gradient. O volume final da primeira reacgao foi de 25 pl, contendo 1X do tampé&o 10X,
1,5mMI de MgCLz, 0,12mM de cada dNTP, 0,5U de Taq polimerase, 5 pmol de cada
iniciador, 10-50 ng de ADN e na segunda reacdo também foram 25 ul de volume final
utilizando as mesmas concentracdes dos reagentes da primeira reacao, e 1ul do produto
de PCR da primeira reac¢éo. Para a primeira reaccdo de amplificacéo foi feito o seguinte
perfil térmico: desnaturacdo inicial a 95° C por 5 min, seguidos de 25 ciclos de
desnaturacao a 94° C por 1 min em 1, anelamento a 58° C por 2 min e extensédo a 72° C
por 2 min eapos os 25 ciclos foi feita uma extenséo final de 72° C por 5 min. Perfil térmico
da segunda reaccédo: desnaturacéo inicial a 95° C por 5 min, seguidos de 30 ciclos de
desnaturacao a 94° C por 1 min, anelamento a 65° C por 2 min eextensdo a72° C por 2
min, seguidos de extensdo final & 72° C 5 min.. Do produto de PCR da segunda reaccéo,
8 ul foram corridos em gel de agarose 2% a 80 volts e posteriormente corado com

brometo de etidio e visualizado através de luz Ultra Violeta (UV).

3.7.2.2. GENOTIPAGEM DE PLASMODIUM FALCIPARUM UTILIZANDO OS GENES
QUE CODIFICAM PARA AS PROTEINAS MSP 1, MSP 2 E GLURP

As regides altamentes polimoérficas, bloco 2 (regido 2) do gene msp 1 bloco 3
(regido central) de gene msp 2 foram amplificadas usando método Nested PCR e a regiao
Il do gene glurp foi amplificada usando o método semi- Nested PCR previamente

descritos por Snounou et al (1999).

Os iniciadores utilizados nas reagdes de PCR tanto para a amplificacao dos blocos
especificos de cada gene quanto para a amplificagdo das familias alélicas estdo

especificados na tabela 1. Resumidamente, a primeira reaccéo foi feita utilizando-se, 1X
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de tampédo 10X, 1,5mM de MgCl,, 0,12 mM de cada dNTP, 05U de taq
polimerase,0,025mM de cada iniciador e 10-50ng de ADN em um volume final de 25pl.
Na segunda reaccao as concentracfes foram as mesmas que na primeira reacgao com
excecdo de 1pl do produto da primeira reacgao. O perfil térmico da primeira reacgéo de
PCR foi: um ciclo inicial de desnaturacédo a 95° C por 5 min, seguidos de 24 ciclos de
desnaturacdo a 94° C por 1 min, anelamento & 58° C por 2 min e extenséo a 72C por 2
mine uma extensdo final 72° C por 5 min. O perfil térmico da segunda reaccédo foi:
desnaturacao inicial de 95° C por 5 min, anelamento a 58° C por 1 min, extensédo 72° C
por 1 min, seguido de extensao final a 72° C por 5 min. O produto final da segunda PCR
foi analisado em gel de agarose 2%, corada com brometo de etidio e visualizado sobre a
luz ultravioleta. Os pesos moleculares dos produtos da PCR foram estimadas baseadas
na sua mobilidade relativa ao tamanho padrdo do ADN (8). A frequéncia alélica foi
calculada baseada na presenca de duas ou mais bandas do mesmo marcador molecular

€m uma amostra.

Tabela 1: Iniciadores usados na reagdo em cadeia de polimerase (PCR) para
amplificacdo dos genes que codificam as proteinas MSP 1, MSP 2 e GLURP de P.
falciparum (7,56).

Gene Iniciadores Sequencias 5-3’
msp 1 Bloco 2 M1-OF CTA GAA GCT TTA GAA GAT GCA GTATTG
M1-OR CTT AAA TAG TAT TCT AAT TCA AGT GGA TCA
familia K1 M1-2KF AAA TGA AGA AGA AAT TAC TAC AAA AGG TGC
M1-2KR GCT TGC ATC AGC TGG AGG GCT TGC ACC AGA
familia M1-2MF AAA TGA AGG AAC AAG TGG AAC AGC TGT TAC
MAD20 M1-2MR ATC TGA AGG ATT TGT ACG TCT TGA ATT ACC
familia RO33 | M1-2RF TAA AGG ATG GAG CAA ATA CTC AAG TTG TTG
M1-2RR CAT CTG AAG GAT TTG CAG CAC CTG GAG ATC
msp 2 Bloco 3 M2-OF ATG AAG GTA ATT AAAACA TTG TCT ATT ATA
M2-OR CTT TGT TAC CAT CGG TAC ATT CTT
familia M2-FCF AAT ACT AAG AGT GTA GGT GCA A/GAT GCT CCA
IC ou 3D7 M2-FCR TTT TAT TTG GTG CAT TGC CAG AAC TTG AAC
familia M2-ICF AGA AGT ATG GCA GAA AGT AAG/T CCT C/TCT ACT
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FC27 M2-ICR GAT TGT AAT TCG GGG GAT TCAGTT TGT TCG

glurp G-OF TGA AAT TGA AGATGT TCA CAC TGA AC
Regiéo Il G-OR GTG GAATTG CTT TTT CTT CAA CAC TAA
G-NF TGT TCACAC TGA ACAATT AGATTT AGATCA

3.7.2.3. ESTIMATIVA DO NUMERO DE CLONES DO PARASITA POR AMOSTRA

Se o isolado tiver um alelo em cada um dos 3 loci, essa amostra sera considerada
como infecdo monoclonal. A multiplicidade de infeccdo (MOI) ou nimero minimo de
clones de parasitas por amostra sera calculada como o quociente entre o numero total
de gendtipos de P. falciparum para cada marcador numa regido e o nimero de amostras

positivas por PCR.

O processamento das amostras para este trabalho foi realizado no Laboratério de
Doencas Parasitarias do Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz no Rio de Janeiro e o
acondicionamento e o armazenamento inicial das amostras ocorreu no Laboratorio de
Parasitologia, do Instituto Nacional de Saide em Maputo, Mocambique com o apoio das
duas Instituicbes acima mencionadas e da Organizacdo Mundial da Saude.

3.7.3. ANALISE DE DADOS

Os dados foram introduzidos através de dupla entrada e analisados usando pacote
estatistico SPSS V16.0. As variaveis categoricas foram analisadas usando os testes de
Qui quadrado (X?) com correcdo de Yates para proporcdes e em caso de valores
esperados menores que cinco foi feito o teste exato de Fisher. Para variaveis continuas
foram realizadas andlises de distribuicdo de frequéncias, medidas de tendéncia central
(médias e medianas), medidas de dispersédo (variancia e desvio padrdo) e teste t de
Student para comparacdo de meédias. Para correlacdo de duas variaveis numéricas foi
usado o teste de Spearman. Para comparacao entre trés grupos foi usado o teste Kruskral
Wallis. Os haplotipos foram calculados através de combinacdo de véarios genétipos e
familias alélicas (Tabela de contigéncias). Em todos os casos foi considerado como

estatisticamente significativo um valor de p menor de 0,05.
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3.7.4. CONSIDERACOES ETICAS

As amostras de sangue no papel de filtro usadas no presente estudo foram obtidas
de um estudo mée intitulado “Eficacia e seguranca de Artemether- Lumefantrina no
tratamento da malaria ndo complicada por Plasmodium falciparum” aprovado pelo Comité
Nacional de Bioética em Saude (CNBS) de Mocambique com namero 115/CNBS/2014.
Para cada crianca elegivel para participar do estudo, um consentimento informado escrito
foi assinado pelos pais ou responsavel legal da mesma. No protocolo mée consta a
informacao sobre a utilizacdo das amostras para amplificacdo por PCR do ADN e andlise
dos genes propostos no presente trabalho. Os resultados deste estudo ndo tem influéncia
para os cuidados dos participantes e foram usados para determinar a diversidade da

populacdo de plasmdédios nas diferentes regiées em estudo.

4. RESULTADOS
4.1. DADOS DEMOGRAFICOS

Amostras de 176 criancas menores de cinco anos com malaria ndo complicada por P.
falciparum domiciliadas nos distritos de Ch6kwe e Moatize foram colhidas entre fevereiro
e marco de 2015 (obtidas de um estudo mae intitulado ‘Eficacia e seguranca de
Artemether- Lumefantrina no tratamento da malaria ndo complicada por Plasmodium
falciparum’). Essas amostras foram usadas para estudar a diversidade genética do
P.falciparum nesta populacdo. Para este estudo foram selecionadas 176 amostras de
criancas, contudo apenas 163 (92.6%) amostras foram processadas com sucesso e 13
(7.3%) apresentaram material insuficiente para o processamento. Destas, 88 (53,9%)
amostras eram provenientes do distrito de Chokwé e 75 (46,1%) amostras eram
provenientes do districto de Moatize. A tabela 2, mostra as caracteristicas da populacéo
de estudo de acordo com o sexo, proveniéncia, idade e resultados laboratoriais relativos
ao diagnostico molecular da malaria. Do total de pacientes incluidos no estudo, 87
(53,4%) eram do sexo masculino, 75 (46%) do sexo feminino e 1 (0.6%) nao tinha a
informacédo. A média de idades foi de 3 [IC 95% (2,86- 3,26)] anos de idade.

Todas as 163 amostras positivas para P. falciparum através do gota espessa foram

confirmadas positivas para P. falciparum pela técnica de PCR (Figura 6). A densidade
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parasitaria mostrou-se alta neste estudo com uma meédia de 42.832 (37.246-48.417)

parasitas por microlitro de sangue (P/pl).

Tabela 2: Caracteristicas demograficas e laboratoriais dos pacientes do estudo.

CARACTERISTICAS SUBGRUPO DE VALORES
VARIAVEIS
SEXO Masculino 87 (53.4%)
Feminino 75 (46.0%)
PROVENIENCIA Moatize 75 (46.0%)
Chokwe 88 (54.0 %)
MEDIA DE IDADE, EM ANOS 3.02 (2.86-3.26)
FAIXA ETARIA (ANOS) <1 29 (18 %)
1-3 57 (35 %)
4-5 75 (46 %)
MEDIA DE TEMPERATURA °C 37.97 (£ 1.8)
MEDIA DENSIDADE PARASITARIA (IC 42.832 (37.246-48.417)
95%)
PCR DIAGNOSTICO (RESULTADO) Positivo N=163
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Figura 7: Electroforese de gel de agarose a 2% do diagndéstico molecular de Plasmodium
falciparum por PCR. Legenda: M- Marcador de peso molecular 100pb; 1- controlo
positivo P. falciparum; 2 & 68- amostras de participantes no estudo; 69- controlo negativo.
Todas as 163 amostras apresentaram uma banda com aproximadamente 205bp sendo

assim confirmadas como positivas para o P. falciparum.
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4.2. GENOTIPAGEM DE PLASMODIUM FALCIPARUM

Do total das 163 amostras genotipadas para P. falciparum usando a técnica
Nested PCR e Semi- Nested PCR, 154 (94,5%) amplificaram para o gene msp 1, 153
(93,9%) amplificaram para o gene msp 2 e 122 (74,8%) para o gene glurp. Os gendtipos
foram identificados de acordo com o tamanho dos fragmentos, sendo que cada fragmento

(banda) correspondia a um genotipo diferente.

4.2.1. IDENTIFICAGAO DE GENOTIPOS DO GENE MSP1 E DESCRIMINAGAO DAS FAMILIAS
ALELICAS K1, MAD20 E RO33

Para o gene msp 1 foram detectados 17 gendtipos diferentes nas 154 (94,5%)
amostras amplificadas com sucesso (Figura 7), divididos entre as trés familias alélicas.
Das amostras genotipadas para o gene msp 1, a familia alélica K1 foi detectada em 118
isolados de P. falciparum, com 6 alelos; a familia MAD20 foi detectada em 63 isolados,

com 6 alelos; familia RO33 foi detectada em 78 isolados com 5 alelos diferentes.

O tamanho de fragmentos amplificados para o gene msp 1 variaram de 190-350
pb para K1, 150- 400 pb para MAD20 e 180-480pb para RO33 (Figura 8). Os alelos mais
frequentes na familia K1 se encontravam entre 280-300 pb, na familia MAD20 entre 180-
200pb e na familia RO33 entre 160-180 pb.

M1 23 4 567 8 9101112 1314 1516 17M

600 pb
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Figura 8: Electroforese em gel de agarose a 2% da genotipagem do gene mspl, e
descriminacdo das trés familias alélicas. Legenda: M- Marcador de peso molecular
100pb; 1 a 17- amostras clinicas. A. Familia alélica RO33 com bandas que variam de 180
a 480pb B. Familia alélica K1 com tamanho de bandas de 190 a350pb C. Familia alélica
MAD20 (bandas de 150 a 400pb). A familia alélica RO33 mostrou-se menos variavel,
monoclonal.
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Figura 9: Frequéncia alélica das 3 familias do gene msp 1. O RO33 mostrou-se mais

predominante no intervalo entre 160-180 pb.

4.2.2. IDENTIFICACAO DE GENOTIPOS DO GENE MSP 2 E DESCRIMINACAO DAS FAMILIAS
ALELICAS IC/3D7 E Fc27

Foram genotipadas com sucesso 153 (93,9%) amostras clinicas para o gene msp
2, sendo que 123 pertencem a familia FC27 e 136 séo da familia IC/3D7, e 32 gendtipos
identificados no total. A familia alélica FC27 foi a mais polimérfica, com 18 genotipos
gquando comparados aos 14 genotipos pertencentes a familia alélica IC/3D7. Os
fragmentos variaram de 180 a 800 pb para a familia FC27, com maior frequéncia no
intervalo de 350 a 400 pb; e de 300 a 800 pb para a familia IC/3D7 sendo que os alelos
com maior frequéncia foram encontradas entre o intervalo de 500 a 550 pb..

32



M 12345678910 11121314151617181920 2122232425262728M

600

A

M1 2 3 4 5 67 8 910 1112 13141516 17 M

600

Figura 10: Electroforese em gel de agarose 2% da genotipagem do gene msp2 e
discriminagéo das familias alélicas. Legenda: M- Marcador de peso molecular 100pb; A:
1 a 28- amostras, familia alélica FC27 e B: 1-17 amostras, familia alélica IC/3D7. Do tolal

de 163, 153 amostras amplificaram com sucesso.
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Figura 11: Frequéncia alélica das duas familias FC27 e IC/3D7 do gene msp 2. O 3D7

aparece com maior frequéncia.

4.2.3. IDENTIFICAGAO DOS GENOTIPOS DO GENE GLURP

Para o gene glurp foram encontrados 5 gendtipos diferentes dentre s 122 (74,8%)
amostras genotipadas com sucesso. Os alelos identificados variaram de 700 a 1100 pb,
com maior frequéncia no intervalo entre 900 & 1000 pb onde foram detectadas em 89
(54.6%) amostras e 9 (5.5%) amostras possuiam bandas com menor frequéncia entre
700 a 750 pb (Figura 12).

M 1 2 34 56 7 8 910 11 12131415 1617M
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Figura 12: Electroforese em gel de agarose a 2% da genotipagem do gene GLURP de

P. falciparum. Marcador de peso molecular 100pb.
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Figura 13: Frequéncias dos alelos da regido Il dos gene glurp. O tamanho de bandas

gue variaram entre 900 e 1000 pb mostrou-se com maior frequéncia.

4.3. MULTIPLICIDADE DE INFECCAO (MOI)

Foi encontrado um maior numero de genoétipos no gene msp2,com 32 (59,3%)
gendtipos, quando comparadas aos 17 (31,5%) gendétipos do gene mspl e 5 (9,3%)
gendtipos para o gene glurp. Para msp 1 foram identificadas infecdes monoclonais da
familia alélica K1 em 94 amostras (79,7 %), da familia RO33 em 52 amostras (66,7%) e
da familia alélica MAD20 em 32 amostras (50,8%), isto é, foi detectado um Unico alelo
para estas familias para cada uma das amostras. Nas outras infeccdes policlonais para

estas familias foram detectadas de 2 a 4 alelos (Tabela 3)

No gene msp2, a familia alelica FC27 apresentou maior nimero de amostras com
infeccbes monoclonais, 91 (74%), em relacédo a familia 3D7 que teve 31 (22,8%) amostras
com infec¢gdes monoclonais. A maior parte das amostras que amplificaram o gene glurp,
111 (91%) eram de infec¢cdes monoclonais. As familias alélicas do gene msp 2 foram as

gue apresentaram maior nimero de alelos por individuo, cerca de quatro alelos de uma
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familia em um individuo (Tabela 3). O maior numero de genoétipos encontrados numa

Unica amostra, juntando os 3 marcadores moleculares foi de 10 genotipos.

Tabela 3: Numero de alelos detectados para cada uma das familias alélicas nas amostras

estudadas.
Namero de NUumeros de amostras
alelos msp 1 ‘msp2 glurp

detectados

K1 RO33 MAD20 Total 3D7 FC 27 Total RII Total
1 94 52 32 178 31 91 122 111 111
2 19 24 28 71 63 13 76 10 10
3 2 4 0 6 32 8 40 1 1
4 - - - - 7 2 9 - -

A média de multiplicidade de infeccédo (MOI) foi calculada usando dados de cada um dos
trés marcadores moleculares em cada amostra. Para msp 1 foi 2,3, msp 2 foi 2,7 e para
glurp foi de 1,1 como € apresentado na Figura 13. O intervalo de nimero de gendétipos
encontrados por individuo no distrito de Chokwe foi de 1 a 9 gendtipos e no distrito de
Moatize foi de 2 a 10 gendtipos. A média de multiplicidade de infeccdo observada nas
duas regides foi 5,44 para Moatize e 5.61 para Chékwe (P=0,65). Nao se verificaram
diferencas estatisticamente significativas entre as MOI das duas regides (Moatize e
Chokwe), provavelmente a média de MOI nas duas regides néo séo diferentes (p= 0,57).
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Figura 14: Comparacédo entre a multiplicidade de infec¢do (MOI) dos genes msp 1, msp
2 e glurp nas duas regides (Moatize e Chékwe) de Mocambique. A MOI de msp 2 quando

comparada a msp 1 foi igual para as duas regibes (p=0,57).

4.4, HAPLOTIPOS

Das 163 amostras genotipadas, 160 (98,2%) apresentavam multiplos clones e 3
(1,8%) eram monoclonais. As infec¢des multiplas foram encontradas em 68,2% (105/154)
das amostras genotipadas para o gene msp 1, em 83,7% (128/153) das amostras para o
gene msp 2 e em 9% (11/120) das amostras para o gene glurp. Para este estudo foram
encontrados 17 pares de haplétipos. A combinagdo mspl/ msp 2/ glurp apresentou-se

com o maior numero de amostras, aproximadamente 107 amostras.

Tabela 4: Pares de haplétipos identificaos apds analise dos genétipos encontrados na

populacdo de estudo

Ordem Pares de haplétipos
mspl msp2 glurp Namero amostras com
haplétipos
K1 IC/3D7 - 99
2 K1 FC27 - 86
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3 K1 IC/IFC27 - 75
4 K1 - - 118
5 K1 - glurp 94
6 K1/MAD20 IC/IFC27 - 28
7 MAD20 IC/3D7 - 54
8 MAD20 FC27 - 49
9 MAD20 IC/IFC27 - 43
10 MAD20 - - 63
11 MAD20 - glurp 50
12 MAD20/RO33 IC/IFC27 - 23
13 RO33 IC/3D7 - 68
14 RO33 FC27 - 65
15 RO33 IC/IFC27 - 57
16 RO33 - - 78
17 RO33 - glurp 57
18 - IC/3D7 - 136
19 - FC27 - 123
20 - - glurp 122
21 - IC glurp 111
22 - FC27 glurp 101
23 mspl msp2 glurp 107

4.5. CORRELACAO ENTRE MULTIPLICIDADE DE INFECCAO E DENSIDADE
PARASITARIA

Neste estudo o impacto da densidade parasitaria no numero de clones por individuo,
média de multiplicidade de infeccdo (MOI) ndo foi estatisticamente significativo
(P=0,682).

4.6. RELACAO ENTRE MULTIPLICIDADE DE INFECCAO E IDADE

As criangas na faixa etaria menor de 1 ano apresentaram maior média de numero de
genotipos, 2.24 para msp 1 e 2.97 para msp 2. As maiores medias de multiplicidade de

infeccéo foram encontradas para 0 gene msp 2 em todas as faixas etarias, contudo nao
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foram encontradas diferencas estatisticamente significativas na média de multiplicidade

de infecdo de msp 1, msp 2 e glurp entre si nas diferentes faixas etarias estudadas

(p=0.088). As meédias de multiplicidade foram relativamente,mas néo estatisticamente,

inferiores na faixa etaria de 1 aos 3 anos. Resumidamente ndo existe relacéo entre a

idade e a média de multiplicidade de infecao.

Tabela 5: Média de multiplicidade de infecao dos diferentes genes estratificada por idade.

p=0.088.
Numero de Média de Multiplicidade de infecéo
Idade (Anos) amostras msp 1 msp 2 glurp
Menos de 1 29 2.24 2.97 0.72
Dela3 57 2.02 2.70 0.68
Ded4ab 75 2.09 2.47 0.77
Valor de p p=0.73 p=0.18 p=0.51
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5. DISCUSSAO

Em Mocambique, a malaria € uma doenca altamente endémica sendo um dos principais
problemas de saude publica contribuindo com cerca de 45% de todos casos de consultas
externas, aproximadamente 56% dos internamentos nas pediatrias e cerca de 26% do
total de mortes nos hospitais. A maior parte dos casos sao devidos ao P. falciparum (57).
Estudar a epidemiologia molecular da malaria se torna importante numa regido pois ajuda
na compreensdo da dinamica da transmisséo da doenca e produz informacdes Uteis para
a escolha de estratégias de controlo adequadas e especificas para cada regido, avaliando
parametros associados ao P. falciparum tais como a resisténcia aos anti malaricos,
imunidade, impacto das intervengdes que vem sendo usadas no pais e na interpretacao
dos resultados dos estudos de vacina contra a malaria (58). Este estudo trouxe-nés a
estimativa da diversidade genética nas populacées de P. falciparum circulantes nos
distritos de Chékwé e Moatize em Mogcambique mostrando que o nimero de genotipos
circulantes em Chékwé e em Moatize foi de 54 durante o periodo de estudo.

A diversidade genética do parasita varia de acordo com as caracteristicas
epidemioldgicas das areas malarigenas (14). A dinamica das populacdes de parasitas
numa determinada regido permite inferir a intensidade da transmissédo de malaria. Com
o alto grau de diversidade genética do P. falciparum encontrado neste estudo observa-
se que existe um elevado niumero de gendtipos diferentes, suficiente para garantir a
manutencdo da recombinacdo genética e consequente elevada transmissdo da doenca
(47). Um estudo realizado em Gabdo em uma zona endémica para a maldria, e
comparado com Coté d’ lvoire, uma area ndo endémica, mostrou que o alto nivel de
diversidade genética esta directamente ligado aos altos niveis de transmissédo da malaria
(59). Pesquisas realizadas em quatro localidades da Colémbia (considerada como uma
area de malaria meso ou hipoendémica) verificaram que numa das localidades foi
encontrado um maior niumero de genotipos comparativamente as outras trés localidades

e isto pode estar relacionado com uma maior incidéncia de malaria nessa regido (7).
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Para estudar a diversidade populacional do P. falciparum, varios pesquisadores tém
optado pelo método de genotipagem usando genes altamente polimérficos que sofrem
uma pequena mutacdo apenas em determinadas regides; deste modo podemos saber
quantas populacdes do parasita estdo circulantes através da identificacdo das familias
alélicas de cada gene (54). Os marcadores moleculares que tém sido geralmente usados
para a genotipagem de P. falciparum séo as sequéncias polimérficas dos genes msp 1,
msp 2 e glurp, devido ao seu alto grau de polimorfismo espelhado deste modo as
populacdes de parasitas circulantes (54). As proteinas de superficie do merozéito (MSP)
1 e 2 do P. falciparum sao os principais antigenos sanguineos candidatos a vacina e seus
genes (msp 1, msp2 e glurp) sdo considerados excelentes marcadores genéticos para
identificacdo de subpopulacfes de parasitas. Em um estudo realizado por Yuan et al.,
(2013) numa regidao endémica de Myanmar foram identificados cerca de seis genotipos
do glurp e os autores consideraram necessaria a introducao deste marcador nos estudos
de diversidade genética para que nos traga acrescimos na deteccéo da diversidade. Para
este estudo, foram usados os trés marcadores moleculares altamente polimérficos, msp
1, msp 2 e glurp com o objetivo de se obter uma taxa de detecéo da diversidade genética
em diferentes alelos, pois 0 uso de um unico marcador pode subestimar a diversidade

genética dos parasitas nas infeccbes (12).

Varios estudos na Asia observaram que o uso dos trés marcadores moleculares (msp 1,
msp 2 e glurp) mostravam uma extensa diversidade genética e um elevado grau de
multiplicidade de infeccdo (MOI), o que vem reforcar o uso destes marcadores para a
estudar a populacéo de parasitas circulantes na regido (5,12). No estudo feito por Yuan
et al. (2013), a genotipagem dos genes msp 1 e msp 2 mostrou que 30,1% e 21,3% de
individuos, respectivamente, apresentavam- se infectados com mais de um genotipo de
P. falciparum e 1,6 % com glurp. O estudo de Atroosh et al., (2011) mostrou que as
frequéncias das familias alélicas do gene msp 1 era mais alta que as do gene msp 2 e as

familias predominantes de msp 1 e msp 2 foram RO33 e 3D7, respectivamente.

Em outros estudos foi encontrado um cendério completamente oposto ao citado
anteriormente com um numero maior de alelos do gene msp2 e mais frequente que o

msp 1; as familias alélicas predominantes foram FC27 e K1 respectivamente. A familia
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alélica FC27 do gene msp 2 foi a mais predominante, o que contrasta com a maior parte
dos estudos realizados em regifes endémicas para a maléria, sugerindo que o 3D7 é o
gendtipo mais circulante em regides endémicas, como evidenciado em um estudo
realizado em Tanzania e varios outros realizados na Africa subsahariana, onde a familia
alélica 3D7 mostrou-se mais predominante em criancas com menos de cinco anos com
malaria ndo complicada (12,60) assim como na Tailandia onde o 3D7 mostrou-se mais
frequente ou ainda na mesma proporc¢éo (8,16).

No nosso estudo, o gene msp 2 foi o0 melhor marcador molecular para o estudo da
diversidade genética dos parasitas quando comparado com os genes msp 1 e o glurp.
Foram detectados 32 genotipos diferentes do gene msp 2, sendo 18 gendtipos da familia
FC27 e 14 gendtipos da familia IC/3D7. Estes resultados estdo de acordo com estudos
realizados em diferentes regides da Africa Austral (12) e em Camboja (15). Em um estudo
realizado com adultos em Chékwe, na provincia de Gaza, em 2013 foi observado a
presenca de 25 gendtipos diferentes com um namero bem menor de amostras (n=48)
(51). O estudo de Barrera et al (2010) na Colémbia também observou que o gene msp 2
€ melhor marcador para diferenciar as infeccdes nessa area de baixa endemicidade.
Nesse trabalho 0 gene mspl apresentou apenas uma familia alélica, MAD20, e todas as
amostras com infeccdo monoclonal para este marcador (fragmento de 187pb) enquanto
gue 0 gene msp 2 mostrou-se presente em 96.3% das amostras. Estudos em Papua
Nova Guinea também mostraram que o gene msp 2 era 0 mais polimérfico e o mais
informativo dos marcadores (61). Na nossa populacéo, a familia alélica RO 33 do gene
mspl apresentou um baixo polimorfismo e esse resultado é idéntico aos achados em
areas com diferentes intensidades de transmiss&o em cinco paises de Africa (12) e na
india (43).

A variabilidade do gene glurp é baseado no polimorfismo de tamanho da regido Il; no
nosso trabalho essa regido mostrou ser bem polimorfica sendo identificados 5 genadtipos
que variaram de 700 pb & 1100 pb corroborando com estudos realizados por (7) na
Colémbia onde obtiveram 5 genétipos com tamanhos de 633 a 1009 pb o que sugere que
este gene pode ser usado como marcador genético para estudos sobre a dindmica de
populacées de P. falciparum. O gendétipo mais frequente nesse estudo estava no intervalo

de 800 a 899 pb diferente do encontrado no nosso estudo onde o intervalo foi de 700 a
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755 pb.

Multiplicidade da infec¢cao (MOI)

Em areas endémicas, onde a transmissdo da malaria € intensa a probabilidade de um
individuo ser infectado com diferentes gendtipos é muito alta (62). Quando o individuo se
encontra infectado com varios gendtipos diferentes em simultdneo ocorre a seleccao
natural dos mesmos que pode favorecer a transmissdo efetiva de gametocitos sexuais
para 0 mosquito como resultado da presenca de alelos especificos que medeiam a
sobrevivéncia do parasita dentro do mosquito. Em regifes que se distanciam apenas por
poucos quildmetros pode-se observar a diversidade genética do parasita quando a
intensidade de transmisséao € alta (63,64). As infec¢des multiplas podem ter influéncia no
estado clinico do individuo (assintomatico X sintomatico), na gravidade da doenca e pode
ser afectado pela nivel de endemicidade da malaria, idade do paciente e pela imunidade
adquirida (52,64).

Em Mocambique a transmissdo da malaria é considerada estavel, isto é, as populacdes
Sao expostas continua e constantemente a altas frequéncias de inoculacao da parasita o
que confere aos individuos uma imunidade parcial e um baixo risco de contrair a malaria
grave desde a infancia, explicando deste modo a alta densidade parasitaria encontrada
nesta populacdo de estudo com menos de 5 anos sem entdo desenvolver a malaria grave
(mDP=42.832).

Vérios estudos mostraram que a MOI é dependente da idade do individuo (65-69). Os
estudos de Yavo et al. (2016) mostraram a existencia de correlacdo entre idade e
multiplicidade da infeccéo: quanto menor era a idade, menor era a MOI (decréscimo de
MOI com a idade). Entretanto outro estudo observou que criangas menores de 5 anos
apresentavam uma MOI mais alta quando comparadas a criancas maiores de 5 anos
(60). Porém, este facto ndo se verifica em todos os estudos e parece ser dependente da
endemicidade das &reas; em alguns casos, ndo se verifica correlacdo entre a idade e a
MOI (70). No nosso estudo nao verificamos a correlacdo entre a idade e a MOI,
provalmente devido ao perfil da populacdo de estudo, criangas menores de 5 anos.
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Por ser um estudo seccional (transversal) ndo foi possivel realizar um acompanhamento
longitudinal dos nossos individos nesta pesquisa. Somente usamos amostras do
momento zero da infecdo e por isso pode haver alguma limitagdo nos diferentes
genaotipos encontrados, dado que alguns trabalhos tém mostrado que o namero de
diferentes parasitas muda dependendo do dia da colheita das amostras pois alguns
gendtipos podem ser sequestrados e ndo sdo detectados numa Unica coleta. Para
estabelecer de uma forma mais aproximada a multiplicidade de infeccdo num individuo é
necessario usar amostras em momentos diferentes (como por exemplo coleta diaria de
amostras) do mesmo paciente para termos uma melhor ideia dos genaétipos circulantes
pois alguns genotipos vao desaparecendo ou aparecendo ao longo do tempo reflectindo
populacao de parasitas circulantes e a complexicidade das infecc¢des (71).

Regides endémicas para a malaria, quando comparadas a regibées ndao endémicas,
apresentam uma MOI muito alta (73). A multiplicidade da infeccdo (MOI) encontrada no
nosso estudo é considerada alta sendo de 2,3 quando usado o gene msp 1, 2,7 para o
gene msp 2 e de 1,1 para o gene glurp o que sugere gque a intensidade de transmisséo &
alta. Esses resultados estdo de acordo com estudos realizados em outras regides de
Africa, como é o caso a pesquisa sobre a diversidade genética realizado na Nigéria que
obtiveram MOls de 2,1, 2,2 e 1,3 para msp 1, msp 2 e glurp, respectivamente (74). Na
Africa austral a MOI de msp 2 foi mais alta com 2,24 quando comparado com os msp 1
(1,48) e de glurp (1,4) (12).

Vérios autores ja mostraram a relacdo entre a multiplicidade de infeccdo (MOI) e a
densidade parasitaria (DP). Vafa et al. (2008) observou, no Senegal, em criancas
menores de 5 anos onde houve uma correlacado significativa entre a a MOl e a DP. Quanto
maior era a densidade parasitaria maior era 0 numero de gendtipos por individuo.
Contudo, na nossa populacédo a MOI néo esta correlacionada com densidade parasitaria,
sendo esse resultado similar ao encontrado por (75) realizado em Benin, sobre a
variabilidade genética de msp 1 e msp 2 em amostras clinicas de P. falciparum isoladas
de criancas.Outro estudo realizado na Tanzania em criangas menores de 5 anos com
malaria ndo complicada também mostrou uma fraca relacéo entre a MOl e DP, sem
significancia estatistica (60). Como nosso estudo estava aninhado a uma pesquisa para

o0 monitoramento da eficacia terapéutica dos farmacos para a maléaria, existia a
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necessidade de definicdo de intervalos de densidade parasitaria para que o paciente
fosse incluido na amostra. Este facto pode ter influenciado nossos resultados pois néo foi
possivel comparar diferentes niveis de densidade parasitaria com a MOI ja encontrados

em outros trabalhos.

Vérias medidas de controlo tém sido levadas a cabo para redu¢éo dos casos de malaria
em Mocambique. Entre elas est4 o uso de rede mosquiteira, TIP, PIDOM, entre outras
(76). Uma forma de monitorar os efeitos destas medidas de controlo € o estudo da
dindmica de populacdes de P. falciparum pois os niveis de diversidade genética e a
multiplicidade de infec¢édo dos parasitas de malaria estdo directamente relacionados com
a intensidade de transmissdo da maléaria. Apesar da reducdo de casos de malaria em
Mocgambique verificada nos ultimos anos, a elevada diversidade genética de P. falciparum
encontrada, assim como os altos niveis de multiplicidade de infeccdo sugerem, como
apontado anteriormente, que o tamanho das popula¢des parasitarias e a intensidade de
transmissdo da maléria continua muito alta, suficientes para permitir a recombinacao do
parasita favorecendo a diversidade genética do mesmo o0 que nos desperta atencdo para

intensificacdo das medidas de controlo.

Os genes mspl, msp2 e glurp sdo marcadores moleculares recomendados para
caracterizacdo das populacdes de parasitas circulantes em uma determinada regido
através da genotipagem por PCR devido ao alto grau de polimorfismo nas suas
sequéncias (49,56,77,78). Contudo a PCR € uma técnica com um poder discriminatorio
inferior as técnicas recentemente desenvolvidas como € o caso da eletroforese capilar, o
gue pode influenciar neste tipo de andlise em gue se pretende discriminar os genotipos
de acordo com o tamanho de fragmentos (79). Os alelos pertencentes a mesma familia
variam no tamanho dos fragmentos e/ou nas suas sequéncias (80-82). A andlise visual
das bandas apoOs a eletroforese e coloracdo do gel de agarose é subjectivo pois
dependendo da tonalidade da banda esta pode ser vista como apenas uma ou mais,
dependendo do analisador, representando uma limitante do uso deste método devido a
possivel convergéncia dos resultados. Em caso de tamanho de fragmentos similares mas
nao idénticos estes fragmentos podem ser classificados como iguais considerando-se
apenas um alelo. A habilidade em distinguir dois alelos diferentes amplificados depende

da resolugdo do método usado. O método de eletroforese capilar oferece melhor
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resolucdo quando comparado ao meéetodo de eletroforese em gel de agarose (12,83).
Segundo estudo realizado em Ghana onde foi observado que o uso da técnica PCR
seguido de digestao por enzima (PCR-RLFP) para a genotipagem de clones do parasita,
mostrou ter um maior poder de discriminag&o. O uso de enzima Hinfl, resulta em bandas

mais especificas que permite maior descriminacéo dentro das familias alélicas (83)(60).

Neste estudo encontrou-se uma alta diversidade genética do P.falciparum e
multiplicidade de infeccdo, estes dados sédo consistentes com os obtidos em outros

estudos realizados em area endémicas e de alta transmissao de malaria. (3,84).
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6. CONCLUSAO

Nossos resultados mostraram uma alta de diversidade genética de P. falciparum na

regido sul e centro de Mocambique. Houve maior diversidade genética no gene msp 2.

A média de multiplicidade de infeccdo (MOI) foi alta nas duas regides usando os trés

genes.

A densidade parasitaria ndo influenciou na multiplicidade de infeccédo. A multiplicidade de

infeccdo também nao foi influenciada pela idade e nem pela proveniéncia dos casos.
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7. RECOMENDACOES

Para os préoximos estudos sugere-se o uso de uma técnica de PCR que efectua a
medi¢do do tamanho dos fragmentos de modo a permitir maior discriminacao dos alelos

numa determinada posicao.

O sequenciamento das amostras permitira obter informacéo exacta dos genaotipos e das

familias alélicas.

Recomenda-se a realizacdo de estudos de amostras colhidas em estudos transversais
ou longitudinais que incluam amostras com densidades parasitarias em intervalos néo
limitados como o caso das amostras colhidas em estudos de eficacia terapéutica, com
vista a analisar melhor a relagdo entre a densidade parasitaria e a multiplicidade de
infeccéo.

A diversidade genética encontrada e uma importante linha de base para estudos

epidemioldgicos,sobre a intensudade de transmissao da malaria nestas regides.
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