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RESUMO

A maléria vivax apresenta uma aparente evolugdo benigna. Embora esta evolucdo seja branda,
sua morbidade é elevadissima nas regides endémicas, de modo que, fora da Africa, a
incidéncia de P. vivax é superior a de P. falciparum. Véarios motivos podem explicar estes
indices elevados, como a recaida, fluxo migratorio, falha terapéutica e resisténcia de cepas. A
menos que um plano de combate & doenca considere estes fatores, seus objetivos malogrardo,
como em varias propostas de erradicacdo. Assim, novas estratégias foram baseadas em
particularidades locais, de modo que, no Brasil, houve uma redugdo da prevaléncia da
maldria, contudo sua incidéncia continua alta. Por conseguinte, novas estratégias de combate a
maléria, principalmente a vivax, devem levar em conta conhecimentos mais especificos a
cada localidade, como por exemplo, a dindmica de sua transmissdo. Com este intuito, varios
estudos sobre polimorfismos génicos foram realizados, para distinguir populagdes de
parasitos, especialmente utilizando os genes da proteina de superficie do merozoito (mspl)
proteina circunsporozoita (csp). Utilizamos esta estratégia para analisar a diversidade de cepas
de P. vivax no municipio de Porto Velho oriundas de amostras de areas urbanas e rurais. Para
tal, foi analisada 224 amostras, aproximadamente 70% de &reas rurais, a partir das quais
foram extraido DNA plasmodial. Utilizamos iniciadores de regides polimérficas I, 11 e 11l no
gene mspl e um bloco polimorfico do gene csp, as regides de interesse foram amplificadas
por PCR. Foram detectados, aproximadamente, 158 isolados, em meédia. A diversidade
genética observada foi similar na area rural (He = 0,7919) e urbana (He = 0,8112) em média,
contudo, ndo foi verificado diferencas estatisticamente significantes entre as amostras. Nas
regides I, Il e Ill do gene mspl foram detectadas 50, 10 e 12 infec¢Bes policlonais,
respectivamente, ao passo que no sistema CPS foi detectado 43. Os resultados indicam que 0s
parasitos analisados de regibes rurais sdo, estatisticamente, semelhantes aqueles de areas
urbanas. Portanto, estes resultados podem indicar a possibilidade de circulacdo de parasitos
entre &reas urbanas e rurais, de tal sorte que aumenta a possibilidade de que cepas resistentes,
ou com maior viruléncia, possam espalhar rapidamente dentro do municipio.

Palavras-chaves: Malaria, MSP1, CSP, polimorfismos genéticos, P. vivax.



ABSTRACT

The vivax malaria presents an apparent benign clinical outcome. In spite of this
benign infection, his morbidity is very high in endemic regions, in such a way that, outside
Africa, the incidence of P. vivax is more than P. falciparum. Several reasons can explain these
high rates, such as relapse, migration, therapeutics failures and resistant strains. Unless a plan
to combat the disease considers these factors, their goals will fail, as in several eradication
proposals. Thus, new strategies were based on local conditions, so that, in Brazil, there was a
reduction in the prevalence of malaria, nevertheless its incidence remains high. Therefore,
new strategies to combat malaria, mainly vivax, should take into account more specific
information from each location, such as the dynamics of its transmission. To determine this,
several studies on gene polymorphisms, to distinguish populations of parasites were made,
especially in the genes of the merozoite surface protein (mspl) and circumsporozoite protein
(csp). We used this strategy to analyze the diversity of P. vivax strains in Porto Velho samples
from urban and rural areas. Therefore, 224 samples were analyzed, ~ 70% from rural areas,
from which DNA was extracted plasmodial. We used primers to amplified polymorphic
regions I, 1l and Il of mspl gene and polymorphic block of CSP gene by PCR. Were
detected, on average, approximately 158 isolated. The observed genetic diversity was similar
in the rural (He = 0.7919) and urban (He = 0.8112) samples, on average, however, it was not
found statistically significant differences between them. In the I, Il and Il region of mspl
gene were detected 50, 10 and 12 polyclonal infections, respectively, while that CSP system
has detected 43. These results indicate that the parasites analyzed in the rural and urban areas
are statistically similar. Therefore, these results may indicate the possibility of movement of
parasites between urban and rural areas, in such a way that increases the possibility that
resistant strains, or more virulence, can spread quickly within the municipality.

Key-word: Malaria, genetic polymorphism, P. vivax.
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Introducdo

1. INTRODUCAO
1.1. AMALARIA

A malaria é uma doenca antiga, no entanto, sua descoberta s6 ocorreu em 1880,
qguando Alphonse Laveran observou os parasitos em sangue de pacientes argelinos
sintomaticos (CDC, 2012a; HUSSEIN; MATIN; NERLICH, 2013). Dois padrdes de sintomas
eram observados, a febre terca (febre a cada dois dias) e febre quartd (sinais clinicos a cada
trés dias), o que levou Camilo Golgi, em 1885, supor que deveria haver no minimo duas
formas da doenca. Fato verificado em 1891 com o desenvolvimento de métodos para a
coloracdo dos parasitos da malaria (KAKKILAYA, 2011). Apesar de se conhecer o0 agente
etioldgico da malaria, sua transmissao permanecia desconhecida, até 1897 quando Ronald
Ross descobriu a presenca de parasitos da maléria em vetores do género Anopheles, apos
terem realizados o repasto sanguineo em pacientes infectados pela doenga (CDC, 2012b).

Sua infeccdo deve-se ao protozoario parasito do género Plasmodium (Filo
Apicomplexa: Haemosporidia, Levine, 1970), que é transmitido de um hospedeiro a outro
através de um vetor. Existe um grande numero de espécies do género Plasmodium que
infectam humanos, outros mamiferos, aves e répteis. Cinco espécies de Plasmodium podem
infectar humanos, sendo descritos os P. vivax e P. falciparum, como os mais importantes do
ponto de vista da morbidade, além de P. malarie, P. ovale e P. knowlesi (CALDERARO et
al., 2013).

1.2.EPIDEMIOLOGIA

No mundo, de acordo com dados atuais, 97 paises ou territorios continuam ser
endémicos para a malaria (Figura 1), de forma que cerca de 3,4 bilhGes de pessoas estdo em
areas com risco de infecgdo. Foram estimadas 198 milhdes de pessoas sintomaticas a doenca,
com letalidade conjecturada em 584 mil mortes, sendo que destas, 90% na Africa, e,
aproximadamente, 78% destes, em criangas abaixo de 5 anos (WHO, 2014).
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Figura 1. Distribuicdo do nimero estimado de casos de malaria em 2013.

A

1.8

Confirmed malaria cases per 1000 population
B >0 10-50 0.1-1 No ongoing malaria transmission
B 50-100 1-10 0-0.1 Not applicable

Fonte: (WHO, 2014)

1.2.1. Estratégias de controle da maléaria no mundo

As descobertas do agente etioldgico da doenca (1880), seu vetor e ciclo de vida
(1897) deram subsidios para o desenvolvimento de estratégias de controle (NAJERA;
GONZALEZ-SILVA; ALONSO, 2011), de tal forma que na segunda metade do século XX
houve uma regressdao da abrangéncia da enfermidade no Norte da Europa e Ameérica
(WILLIAMS, 1963; MENDIS et al., 2009).

Aliado a eficacia do DDT, um potente inseticida (METCALF, 1973) e da cloroquina
(KRAFTS; HEMPELMANN; SKORSKA-STANIA, 2012) a Organizacdo Mundial da Satde
(OMS) lancou o Programa Global de Erradicacdo da Malaria (PGEM) em 1955 (MENDIS et
al., 2009), de tal modo que 37 dos 143 paises endémicos a malaria em 1950 estavam livres da
doenga em 1978, incluindo 27 na Europa e nas Américas (MENDIS et al., 2009).

No entanto, o programa foi abandonado em virtude do surgimento de vetores
resistentes ao DDT (LIVADAS; GEORGOPOULOS, 1953), vetores exofilicos, dificuldades
na borrifacdo de inseticidas (CURTIS; LINES, 1985), dificuldade organizacional de muitos
paises endémicos (MACCORMACK, 1984; CURTIS; LINES, 1985; TALISUNA;
BLOLAND; D’ALESSANDRO, 2004), e a presenca de parasitos resistentes a cloroquina
(WHO, 1960; PAYNE, 1987).
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Outras propostas de erradicagdo também resultaram em falhas (WHO, 1969), e, por
conseguinte, foram abandonadas em favor de uma estratégia baseada no controle da doenca,
definido na Conferéncia Ministerial de 1992, em Amsterda, pela OMS. Foram definidos os
seguintes objetivos: a) diagndstico precoce e pronto tratamento; b) implementacao de medidas
preventivas; ¢) prevencdo e rapida contencdo de surtos epidémicos e avaliagdo regular da
situacdo local da maléria (WHO, 1992, 1993).

Mesmo apds a adocdo de novas orientagdes no controle da malaria, a doenca
continua persistente em um grande numero de paises, com a manutencdo de uma alta
incidéncia nos altimos anos (WHO, 2008, 2013, 2014).

1.2.2.Controle da malaria no Brasil

A primeira grande estratégia de combate a malaria no Brasil ocorreu na década de
30, no Rio Grande do Norte, quando o Nordeste brasileiro foi invadido pelo Anopheles
gambiae, vetor altamente competente, oriundo de Dakar, provavelmente trazido por navios e
hidroavides franceses (PINTO, 1939). O surto foi controlado com o0 uso extensivo de
larvicidas e inseticidas, bem como massivo tratamento de doentes e a quimioprofilaxia.
(DEANE, 1988).

A estratégia usada no Nordeste foi adaptada aos moldes do PGEM, implantada no
Brasil em 1965 (LOIOLA; SILVA; TAUIL, 2002), utilizando o DDT como inseticida
(ANDRADE; HOCHMAN, 2007). Houve uma grande reducdo dos casos de malaria, a 36,9
mil pessoas infectadas anualmente, em média. No entanto, a presenca de vetores nativos bem
como a dificuldade logistica de seu combate na Amazo6nia ndo permitiu 0 mesmo sucesso
obtido no Rio Grande do Norte (CAMARGO, 2003).

Com o processo migratorio das décadas de 70-80 no Norte do Brasil, a malaria
apresentou aumentos expressivos em sua incidéncia. A regido recebeu cerca de 900 mil
pessoas, motivado por programas de assentamento, do Instituto Nacional de Colonizagéo e
Reforma Agraria (INCRA), e atividades de garimpo. Os casos de malaria dobraram em cinco
anos de 189.319 casos em 1981 para 384.603 em 1985 (MARQUES, 1986). Esses registros
correspondem a 99,75% de todos 0s casos registrados da malaria no Brasil (399.462 casos no
Brasil) (Figura 2, Tabela 1) (BOTELHO et al., 1988; OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010).
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Figura 2. Evolucdo dos casos de maléria no Brasil entre 1960 a 2013
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—Total = P. falciparum —P. vivax
Fonte: Geréncia Técnica de Malaria et al., 2014 adaptado de Loiola; Silva; Tauil, 2002; Oliveira-Ferreira et
al., 2010.

Vérios programas de erradicacdo e controle da doenca na Amazo6nia foram
propostos, malogrando em grande maioria em virtude de falhas operacionais (LOIOLA,;
SILVA; TAUIL, 2002). Os melhores resultados foram obtidos pelo Plano de Intensificacdes
das Acdes de Controle da Malaria (PIACM) em 2000 (BRASIL, 2000), com reducéo de cerca
50% da incidéncia da doenca 2002, em que foram registrados 238,5 mil registros (BRASIL,
2002), e o Programa Nacional de Prevencdo e Controle da Malaria (PNCM), (2002) com a
ampliacdo e melhoramento da rede de atendimento, bem como treinamento de recursos
humanos (BRASIL, 2000, 2002; OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010).

O PIACM e o PNCM surtiram em efeitos positivos, ainda assim, a prevaléncia da
malaria permanece alta ha Amazdnia Ocidental, embora que, apresente uma tendéncia de
queda, mas proximas dos 200 mil casos anuais (Figura 2. Tabela 1) (OLIVEIRA-FERREIRA
et al., 2010).

1.2.3. A maléaria em Rondobnia e Porto Velho

Em Rondo6nia, a malaria esteve fortemente associada aos processos migratorios. O
primeiro deles ocorreu com o aumento do valor da borracha, que motivou a migracdo de um

grande contingente populacional proveniente de varias regides brasileiras e de paises
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circunvizinhos, principalmente Bolivia, em direcdo ao Norte brasileiro, sobretudo as atuais
regides de Porto Velho e Acre (TOCANTINS, 1979 apud FREITAS, 2013).

Tal processo migratorio gerou uma disputa entre Brasil e Bolivia pelo territorio do
Estado do Acre. A disputa foi resolvida com o acordo de Petropolis, que culminou com a
construcdo da Estrada de Ferro Madeira-Mamoré (EFMM), iniciada em 1872 e finalizada em
1912. A obra iniciou outro grande movimento migratorio, desta vez de operérios. Estes foram
duramente castigados pelo ambiente insalubre, malaria, febre amarela, beribéri, animais
peconhentos e ataques de indios (BRITO, 2003; KATSURAGAWA et al., 2008). A epidemia
da malaria durante a construcdo obrigou as empreiteiras solicitarem auxilios de Oswaldo Cruz
e Carlos Chagas para analisarem e proporem esguemas sanitarios a melhoria e profilaxia da
doenga (SCHWEICKARDT; LIMA, 2007).

De modo semelhante, porém com menor fluxo migratério, a Comissdo Rondon
(1907-1915), igualmente sofreu com o paludismo, necessitando do apoio de varios medicos e
sanitaristas durante a construcdo das linhas telegraficas entre Ronddnia e Centro-Oeste
(VITAL, 2012). Mas sem davida nenhuma, 0s processos que mais alavancaram a incidéncia
da maléria no Norte do Brasil, e, portanto, em Rond6nia, foram os projetos de colonizacado
durante as décadas de 70-80 (PINHEIRO, 1982; DEANE, 1988; KATSURAGAWA et al.,
2008; OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010). O aumento da incidéncia da malaria no Brasil foi
associado, principalmente, a entrada de um grande contingente populacional, muitas vezes
vindo de regides nao malarigenas, e, portanto, sem imunidade para a doenca. “O incremento

da maléria na regido é mais um problema de ecologia humana” (TAUIL et al., 1985).

Apos as grandes migragdes das décadas de 70-80, a malaria, no Brasil, concentrou-se
na Amazonia Legal, de tal modo que em 2008, dos 315 mil casos registrados, 99,9% destes
ocorreram dentro da Amazoénia Legal (DA SILVA-NUNES et al., 2013), sendo que mais de
80% destes registros devem-se as infeccBes por P. vivax (OLIVEIRA-FERREIRA et al.,
2010; DA SILVA-NUNES et al., 2013).

Sua incidéncia, no entanto, vem reduzindo anualmente, sendo registrados, em 2013,
177.679 casos da doenca no Brasil, e de modo semelhante a 2008, cerca de 80% destes
registros devem-se a infecgBes por P. vivax (BRASIL, 2014). Rondénia corresponde por 8%

dos casos no Brasil, e Porto Velho por 5%. A contribuicdo de P. vivax em relacdo ao total de
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casos registrados é de, aproximadamente, 95%, nestas localidades (dados de 2013, Tabela 1)
(BRASIL, 2014).

Tabela 1. Numero de registros de casos de maléria no Brasil, em Ronddnia e
em Porto Velho, no ano de 2013.

Registros Brasil Rondonia Porto Velho
Total 177679 14497 (8,2) 9134 (5,1)
P. vivax 143324 (80,7) 13766 (95) 8719 (95,5)
P. falciparum 29228 (16,4) 605 (4,2) 391 (4,3)
P. vivax+P. falciparum 2474 (1,4) 49 (0,3) 24 (0,3)

Fonte: (BRASIL, 2014)

1.3. INFECCOES POR P. vivax

A maléria vivax foi caracterizada com febre tercd benigna, por apresentar uma
evolucdo clinica ndo complicada, ao contrario de P. falciparum que apresenta uma alta
mortalidade. No entanto, muitos estudos tém reportado complicacdes clinicas em pacientes
portadores de P. vivax (ANSTEY et al., 2007; KIM et al., 2007; PRICE et al., 2009; PRICE;
DOUGLAS; ANSTEY, 2009; TANWAR et al, 2011; AGGARWAL et al., 2013;
BHATTACHARJEE et al., 2013; CHALKIAS et al., 2013; MCGREADY et al., 2014).

Outra caracteristica da maléria decorrente da infeccdo por P. vivax é sua maior
prevaléncia quando comparada com a de P. falciparum fora da Africa Subsaariana (WHO,
2013), com maior evidéncia em paises asiaticos e sul americanos, de tal forma que nos paises
da Bacia Amazodnica, 77% do total das infec¢bes correspondam aquela espécie (DA SILVA-
NUNES et al., 2013), e que, portanto, torna a populacdo em risco de infeccdo por P. vivax
maior que em P. falciparum (PRICE et al., 2009). Deste modo, faz-se necessario aumentar a

atencdo a malaria vivax.

Portanto, a alta prevaléncia de P. vivax, em nossa regido, bem como a possibilidade
de evolucgbes graves da doenca torna necessario medidas de controle mais intensas. Um ponto
chave para seu controle é o entendimento sobre a estrutura populacional e a dindmica de
transmissdo da doenca, pois a pressdo seletiva, natural ou ndo (aspectos imunolégicos,
alteracbes ambientais, entre outros fatores), sob os vetores e os parasitos podem determinam
um padrao particular de transmisséo (JOY et al., 2008; ARNOTT; BARRY; REEDER, 2012).
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As andlises epidemiologicas demonstram que a distribuicdo da maléria ndo é
homogénea na Amazonia, ocorrendo regides de alta transmissdo (LOIOLA; SILVA; TAUIL,
2002). Nestes locais, estudos sobre o vetor e o parasito, bem como as condi¢cGes ambientais
sd0 necessarias para compreender como ocorre a dinamica de transmissdo, de tal maneira que
0s pontos de maior contagio da doenca sejam controlados (GREENWOOD, 2008). Essas
regides podem ser a fonte da manutencao daquelas altas incidéncias (REID et al., 2010)

Assim, a avaliacdo da diversidade de cepas e como estas se distribuem em um
determinado local geogréfico é importante para entender como ocorre, portanto, a transmissao

da doenca (CUI et al., 2003a) e desta forma planejar seu controle.

1.4. DIVERSIDADE GENETICA EM P. vivax

Os primeiros marcadores utilizados para determinar variagdo em P. vivax eram genes
ortologos ja descritos em P. falciparum. Quatro genes polimdrficos de copia Unica em P.
vivax tém sido utilizados em estudos de epidemiologia molecular. Pvgaml, antigenos de
gametocitos; Pvcs, codificando a proteina do circunsporozoita; Pvmspl e Pvmsp3a, genes
codantes das proteinas de superficie do merozoito 1 e 3 alfa, respectivamente (KIMURA et
al., 1990; KIRCHGATTER; DEL PORTILLO, 1998; IMWONG et al., 2005; HAVRYLIUK;
FERREIRA, 2009)

1.4.1.Proteina do Circunsporozoito (CSP)

A proteina do circunsporozoito (CSP) é uma proteina de revestimento exterior a
membrana do esporozoito com 37,875 KDa (NUSSENZWEIG; NUSSENZWEIG, 1985) A
proteina € codificada por um Unico gene presente no cromossomo 8, sem a presenca de
introns, com uma sequéncia de 1134 pares de bases (pb) (Gene anotado no PlasmoDB:
PVX_119355) (AURRECOECHEA et al., 2009; PLASMODB, 2013a). O gene csp consiste
de um dominio central imunodomintante flanqueado por dois dominios ndo repetidos, sendo

encontrados nestas regides poucos polimorfismos (MANN et al., 1994) (Figura 3).
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Figura 3. Esquema descritivo do polimorfismo no gene P. vivax csp
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Fonte: de Souza-Neiras; De Melo; Machado, 2007, modificado.

O gene csp foi isolado e caracterizado em 1985, apresentando regides com
amino&cido hidrofébicos nas posigdes —NH2 e —COOH terminais, servindo como ancora e
sinal, respectivamente (ARNOT et al., 1985, DE SOUZA-NEIRAS; DE MELO;
MACHADO, 2007). O ponto mais importante deste gene € a repeticdo em série de uma
sequéncia de 9 aminoacido (Figura 3), constituindo cerca de 49% de toda a proteina (ARNOT
etal., 1985; CUl et al., 2003b; BONILLA et al., 2006).

As analises destas regides de repeticdes demonstraram dois padrbes polimorficos,
denominados VK210 e VK247 (MANN et al., 1994). Em 1993, um novo polimorfismo foi
descoberto, o qual foi denominado P. vivax-like (QARI et al., 1993). Ambos os padrdes
polimorficos sdo encontrados amplamente distribuidos no mundo (IMWONG et al., 2005;
BONILLA et al., 2006; ZAKERI et al., 2006; CHENET et al., 2012). No Brasil, as formas
VK210, VK247 e P. vivax-lixe foram encontradas em Amap4, Para e Rondbnia, de tal modo
que somente a forma VK210 foi encontrada monoclonalmente em pacientes (MACHADO,;
POVOA, 2000). Foi relatado que ha uma maior suscetibilidade & infeccdo pelas cepas VK210
e VK247 nas espécies neotropicais de An. Albimanus e An. Pseudopunctipennis, An.
Aquasalis e An. Darlingi (MACHADO et al., 2003; DA SILVA et al., 2006).

1.4.2.Proteina de Superficie do Merozoito 1 (MSP1)

A proteina MSP1 foi descrita inicialmente como Antigeno de Superficie do
Merozoite 1 (MAS-1, em inglés) por Holder e Freeman em 1982, através da producéo de
anticorpos monoclonais contra esquizontes de P. falciparum. Posteriormente foi verificada a
presenca de multiplas formas do antigeno (HOLDER; FREEMAN, 1982).
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A MSP1 de P. falciparum é uma proteina ancorada com Glicosilfosfatidilinositol
(GPI), na regido C-terminal, a proteina tem massa entre 190-200 KDa. Inicialmente a proteina
é clivada em 4 produtos proteoliticos denominados P83, P30, P38 e P42. Estes fragmentos
formam um complexo ndo-covalente na superficie do merozoito (MCBRIDE; HEIDRICH,
1987).

A porcdo P42 é entdo novamente clivada liberando o fator MSP1-19, que é
internalizado em novos eritrocitos recém-invadidos. Tem sido demonstrado que anticorpos
contra os epitopos da MSP1, bem como anticorpos monoclonais contra a porcdo MSP1-19
inibem a invasdo de novos eritrocitos, por bloquearem processamento secundario da proteina
(LIN et al., 2014).

Ja em vivax, a proteina foi descrita inicialmente como Pv200 em 1987, também
obtida por meio de anticorpos monoclonais. A MSP1 foi clonada em 1988 (DEL PORTILLO
et al., 1988) e seu gene caracterizado em 1991 (DEL PORTILLO et al., 1991). A mspl, em P.
vivax, esta localizado no cromossomo 7, anotado no PlasmoDB: PVX_099980. O gene tem
5256 pb e ndo apresenta introns, codificando uma proteina com 196,123 KDa
(AURRECOECHEA et al., 2009; PLASMODB, 2013b)

Foi prevista certa homologia entre 0 gene mspl de vivax com o mspl de outras
espécies, haja vista que as proteinas de vivax e falciparum apresentavam localizacGes
semelhantes no parasito, através de imunofluorescéncia (DEL PORTILLO et al., 1988). Tal
homologia foi demonstrada com o alinhamento de sequencias nucleotidicas, de modo que
entre 0 gene de P. vivax e o gene de P. falciparum foi encontrado uma similaridade de 45-
47%, e de 34,3% com o gene do P. yoelli (DEL PORTILLO et al., 1988, 1991; GIBSON et
al., 1992).

Todavia, uma diversidade intraespecifica do gene, e, portanto da proteina, era
esperado, pois a andlise da expressdo da proteina precursora demonstrou a presenca de
glicoproteina de tamanhos variados (MCBRIDE; HEIDRICH, 1987). Portanto, Tanabe et al.,
(1987) propds, a partir da analise de quatro sequéncias de aminoacidos da MSP1 de P.
falciparum, a divisdo da proteina em 17 blocos (Figura 4 A). De modo que em cinco destes
(1, 3, 5, 12 e 17) a sequéncia é altamente conservada (mais de 87% de identidade), em outras

7 regides (2, 4, 6, 8, 10, 14 e 16) hd uma grande divergéncia entre as sequencias (homologia
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de 10 a 13%), e finalmente nas 5 areas restantes (7, 9, 11, 13 e 15) apresentam sequencias

conservadas com regides (4 a 14 residuos) de aminoacidos ndo homalogos.

Devido aguela homologia entre os genes era esperado, por conseguinte, que houvesse
também entre as proteinas regides similares. Destarte, comparando a sequéncia de
aminoéacidos entre a MSP1 de P. falciparum, P. vivax e P. yoelli, del Portillo et al., (1991)
propos a classificacdo 10 Blocos Conservados Interespecificos (ICB, em inglés, Figura 4 B)
baseados na homologia superior a 50% entre 50 ou mais aminoacido contiguos. Cooper
(1993) propds uma nova divisdo da MSP1 em 17 ICB (Figura 4 C), de tal modo que, regides

com homologia superior a 30% foram classificados como alta homologia.

Com a melhoria das técnicas moleculares, e a disponibilidade de mais sequencias
génicas de P. vivax, Putaporntip et al., (2002) baseando-se, unicamente no alinhamento do
gene mspl de vivax, classificou a sequencia nucleotidica em 6 blocos interalélicos variaveis e

7 blocos conservados (Figura 4 D).

Figura 4. Comparacdes do gene e da proteina de Superficie do Merozoito 1 entre P. vivax, P.
falciparum e outras espécies de Plasmodium.
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(A) Divisdo da proteina MSP1 de P. falciparum em blocos. Caixa aberta blocos com alta
similaridade (65-77%); caixa hachurada, blocos com média similaridade (65-77%) e caixa
escura com sequéncias de baixa homologia (10-38%) (COOPER, 1993); (B) Divisdo da
proteina MSP1 em ICB, baseado nas comparagdes entre P. vivax, P. falciparum e P. yoelli. As
caixas internas escuras representam regifes interespecificas conservadas, com similaridades
superiores a 47%; As caixas hachuradas representam regides com similaridade superior a 50%
entre P. vivax e P. falciparum. Caixas em branco representam regides com identidade inferior a
47% (DEL PORTILLO et al., 1991); (C) Homologia interespecificas entre P. falciparum, P.
vivax, P. chabaudi, P. yoelli e P. berghei. Caixa aberta = sequéncia com alta homologia (33-
46%); caixa hachurada = média homologia (9-21%) e caixa escura com sequéncias de baixa
homologia (0%) (COOPER, 1993); (D) Localizacéo dos blocos interalélicos do gene mspl em
P. vivax. Caixas abertas = blocos conservados; caixas preenchida regides variaveis
(PUTAPORNTIP et al., 2002)

3
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2. JUSTIFICATIVA

Na regido Norte do Brasil, bem como em outros paises tropicais e subtropicais, a
malaria continua sendo um grande problema de saide publica. Em muitas destas regiGes, a
malaria vivax apresenta uma elevada taxa de morbidade, gerando graves consequéncias
econbmicas para a sociedade. Qualquer acdo que aplaque, ou mesmo elimine a incidéncia

deste agravo trara beneficios as areas endémicas.

A distribuicdo desigual da malaria na Amazonia, e, por conseguinte em Porto Velho,
torna necessario avaliar os fatores que assim a caracterize. A analise ndo sé da situacdo
epidemiologica da malaria, como também os episodios de recaidas, resisténcia a
qguimioterapia, falhas terapéuticas e o perfil das cepas circulantes, sdo importantes ferramentas

para planejar o controle da endemia.

Portanto, baseando-se nos fatos de que o parasito apresenta um genoma com VAarios
polimorfismos, e, que, a diversidade e variedade destes polimorfismos podem divergir de
acordo com a area geografica, foi proposto a analise molecular dos polimorfismos nos genes
msp-1 e csp de Plasmodium vivax na regido endémica de Porto Velho.
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3. OBJETIVOS
3.1. GERAL

Avaliar perfil de polimorfismo dos genes csp e mspl em amostras de pacientes com

Plasmodium vivax da regido de Porto Velho — Rondénia.

3.2. ESPECIFICOS

e Identificar e caracterizar de polimorfismos nos blocos 1, 2 e 3 do gene mspl, e
regido de repeticdo central do gene csp;

e Comparar perfil polimorfismos analisados nos genes csp e mspl entre as
populacgdes estudadas;

e Analisar o perfil das infecgdes policlonais entre as localidades das amostras

selecionadas;
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. LOCAL DE ESTUDO

O estudo foi conduzido no Centro de Pesquisa em Medicina Tropical, vinculado a
Secretaria Estadual de Saide (CEPEM/SESAU), no laboratério de Epidemiologia Molecular
da Maléria, no municipio de Porto Velho, Rondbnia, onde foram realizados todos o0s

procedimentos experimentais, excetuando 0s sequenciamentos.

O municipio de Porto Velho esta localizado no extremo Norte do Estado de
Ronddnia, com coordenadas entre a latitude 8°45°39,12°” Sul (S) e longitude de 63°55°56”’
Oeste (O), com altitude de 85m. Faz divisa com 0s municipios de Candeias (Leste), Buritis
(Norte), Nova Mamoré (Oeste) de Rondbnia, e com o Estado do Amazonas, ao Norte, a

Bolivia a Oeste e Acre ao Sudoeste.

O ultimo senso demogréfico do IBGE (2010) estimou uma populagdo de 428.527
habitantes (BRASIL, 2010). O municipio apresentou um intenso crescimento populacional
motivado pela construcdo de duas usinas hidrelétricas no Rio Madeira, Santo Antdnio e Jirau,
que estimulou o intenso fluxo migratério. Devido ao extenso tamanho do municipio de Porto
Velho, a prefeitura dividiu 0 municipio em 9 regides operacionais para controle da malaria
(figura 5). O Sistema de Vigilancia Epidemioldgica (SIVEP/Malaria) classifica o municipio
em 612 localidades ativas de notificacGes, entre areas urbanas, rurais, garimpos, projetos de

colonizagdo.

Figura 5. Divisdo do Municipio de Porto Velho
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Fonte: Figura gentilmente cedida pelo Dr. Tony H. Katsuragawa, Laboratorio de Epidemiologia
(FIOCRUZ/CEPEM, Porto Velho — Rond6nia).

i

60 120

km

30



Material e Métodos

4.2. COMITE DE ETICA

Este projeto foi submetido ao crivo do Comité de Etica em Pesquisa do CEPEM
(CEP/CEPEM). O mesmo foi aprovado com registro CAAE: 19461513.3.0000.0011. O
estudo também contemplou o uso de amostras de outros projetos armazenados em
biorrepositorio sob os cuidados dos pesquisadores responsaveis pelos estudos prévios. A
saber: a) “Avaliacdo do impacto do tratamento de portadores de Plasmodium vivax na
manutencdo da endemia em pacientes atendidos nas unidades de salde de Porto Velho —
Rondonia”, aprovado pelo CEP/CEPEM com o CAAE 0009.0.046.000-10, sob
responsabilidade do Dr. Mauro Shugiro Tada; b) “Estudo da sensibilidade do limiar de
identificacdo de Plamodium sp. da regido de Porto Velho — Rond6nia”, aprovado pelo
CEP/CEPEM com CAAE 0002.0.046.000-10, sob responsabilidade da Dra. Joana D’Arc
Neves Costa; c) “Avaliacdo do desempenho de um teste de diagnostico rapido para a maléria
em unidade de atendimento a doenga na cidade de Porto Velho”, aprovado pelo CEP com o
CAAE: 07738212.4.0000.5541, sob responsabilidade do Pesquisador Luciano Teixeira

Gomes.

4.3. AMOSTRAS

4.3.1. Critérios de incluséo

Foram adotados os seguintes critérios de inclusdo de amostras: idade acima de 18 e
abaixo de 65 anos, hemoscopia positiva para P. vivax, residéncia fixa em Porto Velho, quadro
clinico que permita a coleta e o tratamento oral da malaria, peso corporal acima de 40Kg,
concordancia em participar da pesquisa atraves da assinatura no Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido (TCLE, em Anexo), escrito e explicado oralmente.

4.3.2. Critérios de excluséo

As seguintes condicdes foram estabelecidas como critérios de exclusdo: gestantes
e/ou nutrizes; pacientes que usarem medicamentos antimalaricos nos dltimos 15 dias,
pacientes com outras morbidades que impecam de participar do protocolo estabelecido, idosos

acima de 65 anos, indios, presenca complicagdes consequentes & maléria, concomitancia de
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outras enfermidades agudas e/ou croénico-degenerativas ou condi¢des que ndo atendem aos

critérios de inclusdo.

4.3.3. Pesquisa de Plasmodium

O diagndstico para a presenca de Plasmodium sp. foi realizado através da gota
espessa, a partir de puncdo digital com lanceta. As laminas foram coradas com Giemsa, pelo
método de Walker, segundo recomendacdes do Ministério da Saude (BRASIL, 2009).

Ap6s a puncdo digital, coletar a segunda e a terceira gota de sangue, em lamina, e
espalha-los em formato retangulo de 1,2 cm® Ap6s a secagem do material, sob luz
incandescente 40 watts (W), é realizado a Desemoglobinizacdo pela solucdo hipotbnica de
azul de metileno (0,2 g de azul de metileno medicinal em pd; 0,2 g de Fosfato de Potéssio
Monobasico; 0,6 g de Fosfato de Sddio Bibésico, diluido em 250 ml de 4gua destilada), por
dois segundos, seguido pela lavagem da lamina com agua tamponada (0,4 g de Fosfato de
Potassio Monobasico; 0,6 g Fosfato de Sodio Bibésico, diluidos em 1000 ml de agua
destilada); ap6s a lavagem da lamina, apenas as regides da gota sdo mantidas imersas em
solucdo de Giemsa PA, durante 10 minutos. Apds esse periodo a lamina é lavada com agua

tamponada, e seca em estufa com luz incandescente 40 W (BRASIL, 2009).

A quantificacdo da parasitemia utilizada neste estudo foi o método tradicional de
avaliacdo semiquantitativa (em cruzes) de acordo com o Ministério da Salde (tabela 2) (Brasil
2009).

Tabela 2. Método tradicional de avaliacdo semiquantitativa (em cruzes)

Parasitos Contados ~ Numero de Campos microscopicos Cruzes
40 a 60 100 +/2
1 1 +
2-20 1 ++
21 - 200 1 +++
>201 1 ++++

Fonte: Brasil (2009)
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4.3.4. Coleta do material biolégico

Ap0s o aceite do paciente em participar neste projeto, foram coletados 12 ml de
sangue por puncdo venosa, precedido por assepsia local com &lcool 70%, por seringa ou
método a vacuo. Deste montante, 8 ml foram armazenados em tubos ao vacuo contendo
K3EDTA como anticoagulante, e 4 ml armazenados em tubos de coleta com ativador de

coagulo, para obter soro.

A partir do material coletado com anti-coagulante foi realizado um esfregaco
sanguineo com cerca de 3-5 pL de sangue total em laminas para microscopio de 25,4x76,2
mm. Foi armazenado cerca de 800 uL de sangue total em papel filtro de 3mm Whatman

(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) distribuidas em 4 spots (com circunferéncia de 2 cm).

O restante do material biologico foi centrifugado a 4000 RPM (rotacGes por minuto)
durante 7 minutos em centrifuga de tubos Fanem Baby |I®, para separacdo das fases
sanguineas (plasma, fracdo leucocitéaria, e hemécias, e soro). As fases sanguineas foram
armazenadas em tubos de 1,5 ml (do tipo Eppendorf®) a -20°C. A fracdo leucocitéria,
plasma, soro e papel filtro foram armazenados para estudos posteriores. Parte das hemécias

foi utilizada para a extracdo de DNA plasmodial.

No projeto: “Estudo da sensibilidade do limiar de identificacdo de Plamodium sp. da
regido de Porto Velho — Ronddnia”, o volume sanguineo coletado, por pungdo venosa, foi de
12 ml em tubo contendo a heparina (8 ml) como anticoagulante e tubo seco (4 ml). O sangue

coletado foi fracionado pelos mesmos procedimentos anteriormente descritos.

Foram coletados 20 ml de sangue por punc¢do venosa das amostras obtidas no projeto
“Avaliagdo do impacto do tratamento de portadores de Plasmodium vivax na manutencéo da
endemia em pacientes atendidos nas unidades de saude de Porto Velho — Rondonia”,
armazenados em tubos contendo KsEDTA, heparina, fluoreto do sddio e seco (ativador de
coagulo). O volume e a forma pela qual o material bioldgico foi armazenado devem-se ao fato
de que este, alem do preparo de esfregacos, armazenamento de papel-filtro, plasma, soro e
hemacias para extragdo gendmica (pelos mesmos procedimentos descritos), o material foi
utilizado a realizagdo de exames bioquimicos e hematologicos (hemograma completo com
contagem de plaquetas, glicemia, tipagem sanguinea, TGO/TGP, triglicerideos, colesterol,

albumina, bilirrubina, uréia, creatinina).
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No projeto: “Avaliagdo do desempenho de um teste de diagndstico répido para a
malaria em unidade de atendimento a doenca na cidade de Porto Velho”, a amostra bioldgica
foi coletada por puncdo venosa periférica obtendo 5 ml, sendo armazenado em tubo contendo
anticoagulante KsEDTA. O material colhido foi utilizado na execucdo do Teste Rapido SD
Biloine Malaria Ag P.f/Pan POCT (~5 ul), gota espessa (10 ul), lamina de distendido
sanguineo (10 pnl), preenchimento de papel filtro (300 ul), e o restante do material foi
armazenado em biorrepositorio do Laboratério de Epidemiologia (CEPEM/FIOCRUZ/ Porto

Velho - Ronddnia).

Os dados clinicos e epidemiolégicos foram obtidos por meio de entrevista, pelo
médico e pesquisador/técnico de laboratorio/enfermeiro, respectivamente. A determinagdo do
provavel local de infeccdo foi a registrada no SIVEP/MALARIA, baseada no relato historico

do paciente, em que é descrito os locais em que esteve presente nos Gltimos 15 dias.

4.4. EXTRACAO DE DNA PLASMODIAL

4.4.1. Extracdo gendmica por kit comercial

O material genético do parasito foi extraido através do kit comercial GE Healthcare
Illustra Blood Genomic Mini Spin (Little Chalfont, Bucks, UK). Para o procedimento foi
utilizado 200 - 300 puL de hemécia. Trés etapas foram adicionadas as orientacbes do
fabricante, uma etapa de pré-lisagem com tampéao PBS 1x (0,14M NaCl; 7 mM Na,HPOy; 2
mM de NaH,PO,4.H,0, Dindmica, Diadema, SP, Bra) com 0,05% de saponina (v/v, Sigma-
Aldrich, St. Louis, EUA), adicionado em igual volume de material a ser processado, seguido
por agitacdo em vortex e centrifugacdo a 7500 G, por 5 minutos. O sobrenadante foi
desprezado e adicionado ao precipitado 1 ml de tampdo PBS 1X, seguido por agitagdo ao

vortex, até dissolucao do precipitado, sendo o material centrifugado a 7500 G, por 5 minutos.

O sobrenadante foi desprezado. Um ultimo procedimento de lavagem com PBS 1X
sob o precipitado é repetido uma vez mais, com o descarte do sobrenadante. Apds essa
sequéncia de lavagens é adicionado um volume de PBS 1X sobre o precipitado gerado de tal
modo que o volume final (PBS 1X + Precipitado) seja de 300 uL. O material gerado é
submetido ao processo de extracdo do kit comercial segundo as normas do fabricante, em

seguida criopreservadas a -20°C.

34



Material e Métodos

4.4.2. Extracdo de DNA em papel filtro pelo método de Fenol-Cloroférmio

As amostras do projeto “Avaliacdo do desempenho de um teste de diagndstico rapido
para a maldria em unidade de atendimento & doenga na cidade de Porto Velho” foram
extraidas pelo método de fenol cloroférmio, seguindo o protocolo de Snounou (1996),
inicialmente foi cortado hum spot em tiras unidas e depois armazenados em frasco tipo
Eppendorf de 1,5 mL. Posteriormente, foi utilizado 1 mL do tamp&o PBS 1X, com saponina a
0,05%. Apos a adicdo desses componentes deixou-se a 37°C em estufa microbioldgica
durante o periodo de 16 horas. No dia seguinte, a amostra foi homogeneizada no vortex e
centrifugada a 12.000 rotacdo por minuto (RPM) por 10 minutos, o sobrenadante foi
desprezado. A amostra foi lavada com 1ml de PBS 1X; agitada no vortex, seguido por uma
centrifugagéo de 12.000 RPM, com descarte do sobrenadante formado. Nova fase de lavagem
foi realizada, e novamente o sobrenadante foi desprezado, permanecendo 100 pL no tubo de
1,5 ml. Foi adicionado, em seguida, 60 pL do tampao de lise (0,4mM Tris/HCI pH 8,0; 80mM
EDTA pH 8,0; 0,2% v/v SDS, Dindmica, Diadema, SP, Bra) e 150 uL de Proteinase K (2
mg/mL. Invitrogen®, Carlsbad, EUA), e incubado a 37°C em estufa bacterioldgica, entre 12 e
16 horas. Apds incubacdo, foram adicionados 300 uL de &gua estéril (milli-Q autoclavada) e
500 pL de fenol equilibrado (GE Healthcare, Little Chalfont, Bucks, UK), e entdo
homogeinizado por inversdo (10 vezes). Na sequéncia, a amostra foi centrifugada a 12.000
RPM e a parte aquosa foi removida para outro frasco de 1,5ml, sendo descartado o frasco que
continha o papel de filtro. Ao tubo contendo a fase recuperada, foram adicionados 250 uL de
fenol equilibrado e 0 mesmo volume de cloroférmio (Dinamica, Diadema, SP, Brasil).
Novamente foi submetido a centrifugacdo 12.000 RPM por 10 minutos e uma nova etapa de
remocdo da fase aquosa para novo tubo de 1,5, contendo 45 pL de acetato de s6dio na
concentracdo (3M pH 5), e posteriormente adicionado 1 mL de etanol PA gelado (Dinamica,
Diadema, SP, Bra), e novamente, homogeneizado por inversao (10 vezes) e foi reservado a -
20°C por no minimo 4 e maximo 16 horas. Apds esse periodo o tubo foi centrifugado a
14.000 RPM por 15 minutos a 4°C, apos a centrifugacédo, o sobrenadante foi desprezado. Foi
adicionado mais de 800uL de etanol 80% (v/v) resfriado a -20°C, e novamente centrifugado a
14.000 RPM por 15 minutos a 4°C, sendo o sobrenadante descartado. O tubo de 1,5 ml foi

seco por aproximadamente 2 horas, a temperatura ambiente.
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O material foi suspendido em 100uL de &gua milli-Q autoclavada. Esperou-se por
aproximadamente 1 hora a temperatura ambiente, e 0 DNA purificado foi armazenado a 20°C

negativos até o momento da analise por PCR.

4.5. QUANTIFICACAO DO gDNA POR ESPECTROFOTOMETRIA

Aplés a extracdo, um volume de 2 uL do gDNA foi quantificado no
espectrofotobmetro NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, Wilmington, NC, EUA) utilizando
absorbancia de 260 nm. Além da quantidade de material genético (fornecido em ng/ulL)
também foi registrado os indices 260/280nm. A raz&o entre os dois indices de absorgdo é
utilizado para medir a pureza do DNA. Uma razdo de aproximadamente 1,8 nm indica um

material genético com um bom grau de pureza.

4.6. QUALIDADE DE gDNA AVALIADA POR ELETROFORESE EM GEL DE
AGAROSE

A qualidade do material genético extraido foi avaliada em gel de agarose LGC
Biotecnologia (S&o Paulo, SP, BRA) 0,8% (M/v), corado com GelRed (Uniscience/Biotium
Hayward, CA, EUA) e tampéo de corrida 6% (LB, 0,02% M/v azul de bromofenol; 0,02%
M/v azul de xilenocianol; 40% v/v glicerol; Tampdo TAE 1X gsp), utilizando 80V por 40
minutos, com tampdo TAE 1X (0,04M Tris; 1,14 ml de acido acético Glacial; 0,2mM de
EDTA pH 8,0, Dindmica, Diadema, SP, Bra), visualizado e fotodocumentado em
transiluminador UV LPIX EX (LGC Biotecnologia, Cotia, SP,Brasil).

4.7. INICIADORES E ANALISE BIOINFORMATICA (IN SILICO)

Foram utilizados os iniciadores propostos por (IMWONG et al., 2005). Por
dificuldades técnicas foram desenhados novos iniciadores dentro da mesma regido de
interesse (tabela 3). Vale ressaltar que todos os sistemas baseiam-se em Semi-Nested — PCR,

exceto o sistema CSP que baseia-se na técnica de Nested-PCR.
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Tabela 3. Iniciadores utilizados

Material e Métodos

Iniciador

Nomemclatura do

Sequencia (S/AS*) sistema Reacao ™ Ciclos
PVCS-OF1 ATGTAGATCTGTCCAAGGCCATAAA (S) Nest | 58°C o5
PVCS-OR1 TAATTGAATAATGCTAGGACTAACAATATG (AS) csp
PVCSNF1 GCAGAACCAAAAAATCCACGTGAAAATAAG (S) Nest 1 68°C 30
PVCSNR1 CCAACGGTAGCTCTAACTTTATCTAGGTAT (AS)
F1 OR1 CCACTCCATGAAACTGAAGTGTTTA (AS) Nest | 25
F1_ONF1 CGATATTGGAAAATTGGAGACCTTCATCAC (S) MSP1F1 Nest I/ 11 68°C
F1 NR CTTTTGCGCCTCCTCCAGCTGGCTCGTGT (AS) Nest |1 30
F2 O2F GATGGAAAGCAACCGAAGAAGGGAAT (S) Nest | 50°C 25
F2_O2R AGCTTGTACTTTCCATAGTGGTCCAG(AS) MSP1F2 Nest I/ 11
F2_N2F AAAATCGAGAGCATGATCGCCACTGAGAAG (S) Nest |1 64°C 30
MS_3F CAAGCCTACCAAGAATTGATCCCCAA (S) MSP1F3 ] 58°C 40
MS_3R ATTACTTTGTCGTAGTCCTCGGCGTAGTCC (AS)
RgONF1* ACTTCCACTATGATTTGTTGAGG (S) Nest | 25
RgORl+ CTCCTTCAGCACTTTCACG (AS) RgMSP1 Nest I/ 11 40°C
RgNR1* CGTGTAAAATATGCCGTTGTA (AS) Nest |1 30

*S = Sense; AS = Anti-sense. * Iniciadores construido neste estudo, todos os demais foram propostos por Imwong et al. (2005).
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Como descrito, o gene mspl foi classificado em blocos conservados e varidveis
conforme homologia com outras espécies de Plasmodium (ver item 1.4.2). Baseando-se no
alinhamento mdltiplo entre diversos clones de P. vivax podem ser observadas trés grandes
regides polimdrficas, denominada F1 a F3. Os iniciadores propostos por Imwong et al (2005)
baseiam-se na amplificacdo destas regifes, portanto o nome dos sistemas. Os iniciadores
propostos por este estudo (RgMSP1) amplifica a regido F1 (figura 6).

Figura 6. Posicdo dos iniciadores ao longo do gene mspl

CTGATGCACGTGATC AACT TCCACTATGATTTGT TRAGGGCGAACGTCCACGACATGTGT 420
GCCCATGATTATTGCAAAATACC GGAGCATCTAAAAATCTCTGACAAAGAGC TGGACATG 480
CTGAAGAAAGT TG TGCTGGGATTATGGAAGCCCTTGGACAAC AT AAAGGARIN R[S, 540
AAAAAC AAGGAAACAATAAGCAATATAAACAAGTTAATT 600 RgMSP1 E MSP1F1
AGTGATGAGAATGLT AAAAGGGGAGGCC AA TCCACC AACACGAC TAAT GGCCCCGRAGCE 660
CAAAACAATGC TGCTCAAGGT TCAACAGGC AATACTGAAACAGGTACTCGAAGTTCTGCT 720
TCATCTAACAC TCTCTCGGGT GGCGATGGTAC GACGGTCGTAGGAACATCTTCTCCAGCA 780
CCTGCTGCTCCATCTTCAACAAATGAAGAC TACGAC GAGAAGAAAAAAATCTACCAAGCC 840
ATGTACAACGGCATATT T TACACHYCEE Y q [COXCCICTUC@ VT TT AATCGAAGTC 900
CTGGAGAAGCGCGTGAAAGTGCT GAAGGAGCACAAAGGCATC AAGGCGCTACTCGAACAG 960
GTCGAAGCAGAAAAGMAAAGCTTCCAAAAGATAATACCACCAATCGACCCCTTACTGAT 1020
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CCCAAAATC GAGAGCATGATCGCCACTGAGAAGGC CAA GCCGGC AGCGTCAGCGCCAGTG 2100
ACCAGTGGACAAT TGCT TAGAGGATCAAGC GAAGCAGC GACAGAGGTCACAACCAATGCG 2160
GTAACATCTGAAGATCAAC AACAAC ASC AACAAC AACAACAACAACAACAACAACAACAA 2220
CAGCAAC AACAGC AACAAC AACAATCAC AAGT AGTACC AGCACC TGCAGGAGATGCCCAA 2280
CAAGT AATC TCAACACAACCGAC TAGTC AATCCGCAGC ACCAGGCGTATCAGCCACACCA 2340
GCACC AACACC TGCTGCCGCAGC CGCCC CAGC ACCAGCCATGTCCAAACTGGAATACCTC 2400
GAAAAGC TCCTTGATTTTT TAAAATCCGCT TACGCATGTCACAAGCACATCTTCGTAACC 2460
AAC TCCACCATGGAC AAGAAACTAC TCAAAGAGT ACGAAC TTAACGCTGATGAGAAMACC 2520
AAAATTAATCAAAAC AAATGCGATGAAT TGGACC TCCTATTCAATGTCCAGAACAACTTG 2580
CCAGCCATGTACTCCATATATGACTCCATGAGCAACGAGC TGCAGAATCTTTACATTGAG 2640 | MSP1F2
CTGTACCAGAAGGAAATGGTTTACAATATATATAAGAACAAGGACACGGACAAGAAGATT 2700
AAGGC TTTCCTGGAAACATCC AACAACAAAGC GGCTGC TCCTGC TCAGTCAGCGGCAAAA 2760
CCCAGCGGTCAAGCGGAGT AC TACTCCAGT AACGAC AACTGCGCCAGTAACCACAACAAC 2820
AGTTACTCCAAGTCCCCAAACATCAGTTGT AACAAGCACACC TC TACACCCCAAGCAGAA 2880
GAAAACC AACGCGTGGGAGGT AACAGCGAGGAGAAACCCGAAGCCGACACTGCGCAAGTG 2940
GAAAAGT TTTACGAC AAGCACCTATCCCAAATTGACAAGTACAACGATTATTTCAAGAAA 2000
TTCCTTGAATCCAAAAAAGAGGAAATCATC AAAATGGATGAT AC AAAGTGGAATGCACTA 3060
GGTAAAGAAAT TGAGGAAC TGAAGAAGAAGCT ACAAGT ATCTCTGGACCACTATGGAAAG 2120
TACAAGC TCAAAT TGGAGAGGTTCC TCAAAAAGAAGAATAAAATCTCTAACAGCAAGGAT 2180
CAAATTAAAAAGC TCACCAGT TTGAAAAAC AAAT TGGAGAGAAGACAAAATCTGTTGAAT 3240
AACCCAACAAGTGTGTTGAAAAATTACACCGC TTTTTTCAACAAAAAGAGAGAAACAGAA 3300
AAGAAGGAGGT GGAAAATACCCT TAAGAAT ACCGAGAT TTTGCTGAAGTACTATAAGGCA 3360
CGTGCCAAATATTATATAGGAGAGCCCTTCCC TC TGAAGACC TTAAGTGAAGAATCAATG 3420
C AGAAGGAGGACAAC TACC TCAACT TAGAAAAGT TTCGGTGC TCAGCAGATTGGAAGGAA 3480
ATTAGGAAAGACACT GAAT TGGAAAGGAGC AACATAAGCTACCTGTCCAGTGGACTGCTC 3540
CACGTCCTTGACAGAGC TGAAGAAATTATCAACGACAAGAAATACTCCGGTAAAGACCAC 2600
GCGAAGAACATTGCGGAAGTTAAGAAAGCGTTGCAGGCCTACCAAGAATTGATCCCCAAA 2660
GTAACCTCTCAGGAAAGCACATCCGTGGCAGT AACAGT ACCAGGAGCAGTAGTACCAGGC 3720
GTACCAACAGC AGCAGCCGCAGGATCAGGAGC ATCAGGCGCAGTACCACCAGCAGCAGCC 2780 | MSP1F3
GCAGGATCAGGAGCATC AGGC GC AG TACCACC AGCAGGAGGACCATCACCACCAGCAACA 2840
GGAGGAGTAGT ACCAGGAGTAGT AGAATCAGC AGAAGC AC AAAC AAAAGC ACAAGCGCAG 3900
GAC TACGCC GAGGAC TACGAC AAAGTAATCGCGCTGCCCC TGTTTGGCAACAACGATGAC 3960

As sequéncias em destaque (fundo amarelo com letra em vermelho) representam os indiciadores. As sequéncias
em destaque (fundo preto, com letras em branco) representam os iniciadores do sistema MSP1F1 As sequéncias
em vermelho representam a regido amplificada.

Para confecgdo dos iniciadores foram utilizadas sequéncias gendmicas depositadas
no Genebank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide). Foram utilizados os seguintes termos

de busca: mspl + Plasmodium vivax. Foi dado preferéncia a sequéncias que continham toda o

gene mspl, designadas pelos termos “complete cds”. Também foram utilizadas sequéncias
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depositadas no Genebank a partir de estudos realizados no Brasil. Para isso foram utilizados
0s seguintes termos de busca: mspl + Plasmodium vivax + brazil (tabela 4).

Tabela 4. Sequéncias utilizadas para confeccdo dos iniciadores.

GI* Data  Sequéncia codante Pais Fragmento
AF435619.1 dez/02 Complete cds Bangladesh 480
KC700014.1 jun/13 partial cds Turquia 488
KC692074.1 mai/l3 Complete cds Turquia 488
AF435594.1  dez/02 Complete cds Brasil 488
AB564583.1 dez/10 Complete cds Turquia 488

M60807.1  mar/95 Complete cds Brasil 488
AF435631.1 dez/02 Complete cds Brasil 488
AF435627.1 dez/02 Complete cds Brasil 488
AF435630.1 dez/02 Complete cds Brasil 500
HQ171940.1 abr/12 Complete cds Coréia do Sul 503
GQ912337.1 abr/10 Complete cds Tailandia 503
AF435617.1 dez/02 Complete cds Bangladesh 510
AB564587.1 dez/10 Complete cds Turquia 515
AF435629.1 dez/02 Complete cds Brasil 515
AF435593.1 dez/02 Complete cds Brasil 530
AF435615.1 dez/02 Complete cds Tailandia 540
AF435637.1 dez/02 Complete cds Coréia do Sul 545
AF435636.1 dez/02 Complete cds Coréia do Sul 545
AF435635.1 dez/02 Complete cds Coréia do Sul 545

*GeneBank Identification, codido de acesso a sequéncia na base de dados nucleotide, no NCBI

Todas as sequéncias foram armazenadas no formato fasta. Estas foram entdo

comparadas entre si, a partir do alinhamento multiplo realizado pelo software on-line

Clustalww Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), utilizando os pardmetros para
alinhamento de DNA, Clustal w/ number, e mantendo as demais configuracdes de acordo com

0 padréo do software.

Para minimizar dificuldades na padronizagdo da técnica de PCR, o0s
oligonucleotideos desenhados foram testados ainda segundo a provavel temperatura de
pareamento (TM) entre o iniciador e a fita de DNA alvo, foi utilizado o software Tm

Calculator (https://www.neb.com/tools-and-resources/interactive-tools/tm-calculator)

utilizando os parametros: “Product Group = Taq DNA Polymerase”; “Product = Tag DNA
Polymerase with Standart Taq Buffer”; “Primer Conc. (nM) = 250”. Foram considerados
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apenas iniciadores em que a diferenca de TM entre as sequéncias sense e antisense fosse igual

ou inferior & 2°C.

Para verificar se os oligonucleotideos apresentavam pareamento inespecifico a outras
regibes de P. vivax, ou se alinhavam a P. falciparum, DNA humano ou qualquer outra
sequéncia gendmica gque nao a de P. vivax, foi feita a analise comparativa atraves do software

BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Foi utilizado o algoritmo blastn “Somewhat

similar sequences” (para nucleotideos). As analises foram realizadas utilizando como alvo
somente organismos P. vivax (taxid:5855), P. falciparum (taxid:5833), Homo sapiens

(taxid:9606), e sem especificar o organismo.

A validacdo final dos iniciadores, bem como o tamanho esperado de fragmentos
gerados na PCR foi realizada através do programa on-line  Primer3

(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/), mantendo os pardmetros padrdes do software.

4.8. REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi padronizada no termociclador Veriti®
96-Well Fast Thermal Cycler da Applied Biosystems® (Foster City, CA, EUA). Foi utilizado
um volume final de 20 pL contendo 0,125 mM de dNTP (Invitrogen/Life Technologies ™,
Foster City, CA, EUA), 0,4U/uL da enzima Recombinante Taqg DNA Polimerase da Kappa
Biosystem (Boston, MA, EUA), tampédo 1x contendo 1,5 mM de MgClI,, fornecido pelo
fabricante da enzima, e 0,25 uM de cada iniciador sintetizados pela IDT Integrated DNA

Technologies (Coralville, IA, EUA). Foram utilizados entre 10 e 50 ng de gDNA.

Foram testadas varias TM para cada sistema através de gradiente térmico
(VeriFlex™ Step) disponibilizado pelo termociclador. Foi estabelecido etapas com ciclos
especificos para cada reacdo (tabela 3). Em todas as reacOes foram utilizados controles
negativos para a presenca de Plasmodium (gDNA humano) e positivos para a de presenca de
P. falciparum (Cepa 3D7), bem como controle negativo da PCR, contendo apenas agua e

demais reagentes da reacdo.
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4.8.1. Condigdes utilizadas na PCR

O sistema CSP foi padronizado em duas reagdes independentes (Nested PCR). Os
sistemas MSP1F2 e RgMSP1 foram padronizadas em duas reacOes, sendo que na segunda
reacdo é utilizado um iniciador da primeira (semi-nested PCR).

A primeira reagdo é iniciada por uma desnaturacdo da dupla fita do DNA por 94°C a
5 minutos, seguido pela temperatura de pareamento de 94°C (a) durante 1 minuto, seguido
pela temperatura de pareamento (TM) (b), especifico para cada sistema (Tabela 3), no periodo
de 1,5 minutos, seguido pela temperatura de extensdo enzimatica de 72°C (c) durante 1,5
minutos. Os passos (a), (b) e (c) sdo repetidos por 25 ciclos A primeira reacdo é finaliza por
uma extensao de 72°C por 5 minutos e entdo permanece a 4°C. A segunda reacdo utilizou as
mesmas condi¢Oes utilizadas na primeira, no entanto, os ciclos (a), (b) e (c) foram repetidos

por 30 ciclos.

O sistema MSP1F3 foi padronizado em uma Unica reacdo de PCR. Inicialmente o
DNA foi desnaturado por 94°C durante 5 minutos, seguido por 3 etapas: a) desnaturagdo da
dupla fita de DNA a 94°C por 1,5 minutos; b) temperatura de pareamento de 58°C durante 1,5
minutos; e entdo submetido a c) temperatura de extensdo de 72°C durante 1,5 minutos. As
etapas a), b) e ¢) foram repetidas por 40 ciclos. A reacdo foi finalizada com a temperatura de

extensdo durante 5 minutos e permanecido a 4°C até a retirada das amostras do equipamento.

4.8.2. Eletroforese em gel de Agarose dos produtos de PCR

Os resultados das PCRs foram visualizados em géis de agarose a 2% (M/v) diluido
em tampdo TAE, com a aplicacdo de produto de PCR diluido em 1/8 (1 uL de produto de
PCR; 3,5 uL de tampéo de corrida (LB)+GelRed®; 4,5 uL de agua destilada), para facilitar a
leitura dos resultados. A eletroforese foi realizada em cubas horizontais com tampéo TAE 1X.

Os géis foram visualizados e fotodocumentados sob transiluminador UV LPIX EX.
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4.9. SENSIBILIDADE DOS ENSAIOS

A sensibilidade de cada ensaio foi avaliada utilizando-se amostra de um paciente
com P. vivax com parasitemia inicial de 1.802 parasitos/mm®, (estimada pelo método relativo
a contagem de leucocito por campo, utilizando a leucometria do paciente, avaliada por meio
do hemograma). A amostra foi diluidas de modo seriada em eritrocitos ndo infectados
(compativeis com a amostra) em escala de 10X até a obtencdo de 1,8.10™ parasitos/pl. Os
ensaios foram sensiveis a deteccdo de 36 parasitos/pl, em seguida foram utilizadas em cada

ensaio como controle.

4.10. PCR/RFLP — POLIMORFISMOS DE COMPRIMENTO DE FRAGMENTOS
DE RESTRICAO

Os produtos de PCR do sistema MSP1F2 foram clivados pelas enzimas de restrigéo
Alu | e Bst NI, ambas da New England Biolabs (Ipswich, MA, EUA), de acordo com
instrugdes do fabricante, a saber: utilizado um volume de 5 pL de produto de PCR, 2,5 uL do
tamp&o da enzima (na concentracdo final de 1X), 0,5 uL da enzima (ha concentragéo de 5
U/uL), e 17 uL de &gua perfazendo o volume final de 25 plL. A enzima Alu | foi incubada a
37°C, e a enzima Bst NI a 60°C, por um periodo de 20 minutos. A digestdo enzimatica pela
Alu | requer ainda uma etapa de inativacdo térmica, através da incubacdo a 80°C durante 20
minutos. 10 uL da reacdo foram imediatamente aplicados em géis de agarose 2%, com

GelRed® e visualizadas e fotodocumentadas sob luz UV.

4.11. PURIFICACAO DO PRODUTO DA PCR

Os produtos da PCR foram purificados através de kit comercial Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System (Madison, WI, EUA) segundo orientagdes do fabricante. Foram
purificados apenas amostras amplificadas sem presenca de fragmentos inespecificos, com

uma boa resolugdo em gel de agarose.

Em geral, foi utilizado um volume de 15-18 puL de produto de PCR. Este foi
analisado em gel de agarose 2% (M/v), com aplicacdo de 2 upL e visualizagdo em

transiluminador UV. Tambeém foi realizada a espectrofotometria, de acordo com as

42



Material e Métodos

especificacGes descritas no item 4.4. Foram considerados satisfatorios os produtos de PCR
purificados que apresentaram uma banda nitida no gel de agarose e tenha sido quantificado
acima de 20 ng/uL, para adequarem-se aos padrOes exigidos pela plataforma de

sequenciamento.

4.12. SEQUENCIAMENTO DOS PRODUTOS DA PCR

O padrao de polimorfismo de cada sistema gerado na PCR foi purificado e enviado
para sequenciamento gendmico. Esta etapa foi realizada através do metodo de Sanger por
meio de sequenciador automatizado 3130x| da Applied Biosystems, utilizando o kit BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit também da Applied Biosystems (Foster City, CA,
EUA), pela empresa Genomic Engenharia Molecuar (Sdo Paulo, SP, BRA) (SANGER,;
NICKLEN; COULSON, 1977).

4.13. ANALISE DOS DADOS

Todos os dados obtidos foram tabulados no software Microsoft Excel® 2010, onde
foram desenvolvidos gréficos e tabelas. As andlises estatisticas foram realizadas em trés
programas conforme a necessidade, descritos a seguir.

No GraphPad Prism 5.0 foram realizadas as analises de associagdo entre a

parasitemia e a forma infectante através do teste exato de Fisher.

No software Genepop 4.2 disponivel na web (http://Kimura.univ-
montp2.fr/~rousset/Genepop.htm) foram realizados os testes exatos de diferenciacdo génica e
genotipica. O teste de diferenciacdo génica refere-se a distribuicdo de alelos em varias
populacdes, onde a hipdtese nula (Ho) assumida € a de que os alelos séo extraidos em uma
mesma distribuicdo em todas as populagcdes. O teste é realizado ou através da razdo de
verossimilhancga de G (G log likelihood ratio) (RAYMOND; ROUSSET, 1995).

As demais andlises estatisticas foram realizadas no software GenAlEx 6.501 onde
foram calculadas as frequéncias alélicas, o numero de alelos efetivos, a diversidade genética,
medida pela heterozigosidade esperada (He) e através de sua corre¢do. Tambem foi utilizado
o0 indice de Shannon (PEAKALL; SMOUSE, 2012).
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A diversidade genética foi calculada através da equacao:

H,=1-Yp/

Equacédo 1
onde pi representa a frequéncia do alelo i".
A diversidade genética corrigida foi calculada através da equacéo:
3
_I!; o]
ulH . = 1— Z P
Eo2n-1 [ ’ ]
Equacédo 2
onde n representa o tamanho amostral.
O indice de informagao de Shannon foi obtido pela aplicacdo da formula:
I = z p;Inp.
Equagéo 3

onde In representa o logaritmo natural
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5. RESULTADO
5.1. AMOSTRAS

Durante o periodo de 2011 e 2013 foram coletadas 780 amostras. Somente aquelas
com hemoscopia positiva para a presenca de P. vivax (224 amostras) foram selecionas para
este estudo (Tabela 5)

Tabela 5. Amostras coletadas, distribuidas por projeto

Amostras Gen' PVR® PQ* sp* Total
Total 15 40 77 648 780
P. vivax 15 40 64 105 224

1. Este estudo; 2. Avaliagdo do impacto do tratamento de portadores de Plasmodium vivax na

manuten¢do da endemia em pacientes atendidos nas unidades de saide de Porto Velho —

Ronddnia. 3. Estudo da sensibilidade do limiar de identificagdo de Plamodium sp. da regido

de Porto Velho — Rond6nia. 4 Avaliacdo do desempenho de um teste de diagndstico rapido

para a malaria em unidade de atendimento a doenca na cidade de Porto Velho

O género masculino perfaz a maior parte das amostras coletadas (~70%), seja na area
urbana ou rural. A maior parte das amostras apresentou uma carga parasitaria superior a uma

cruz (tabela 6).

Tabela 6. Perfil epidemiol6gico das amostras selecionadas para estudo

Amostras Rural (%) Urbano Ign*** Total
Sexo Mas 110 (70,5) 46 (76,7) 3(37,5) 159 (71)
Fem 46 (29,5) 14 (23,3) 5 (62,5) 65 (29)
<1/2+* 41 (26,3) 16 (26,7) 2 (25) 59 (26,3)
Parasitemia S+x* 109 (69,9) 41 (68,3) 3(37,5) 153 (68,3)
Ign*** 6 (3,8) 3(5) 3(37,5) 12 (5,4)
Total (%) 156 (69,6) 60 (26,8) 8 224

*igual ou abaixo de meia cruz; ** Igual ou acima de uma cruz; *** Dado ndo coletado

O material genético foi extraido das 224 amostras, e contudo, devido a diferencas na
parasitemia, condi¢des de armazenamento da amostra, bem como o tempo de armazenamento
a quantidade de gDNA obtido ndo foi idéntico. N&o foram utilizadas amostras que no gel de
agarose apresentassem pouca quantidade de material ou que apresentassem caracteristicas de
degradacdo, ou apresentassem um perfil de espectrofotometria indicativo de altos niveis de

contaminagdo por proteinas, sais, alcoois, hemoglobina (fragmentos celulares ou dos
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reagentes de extracdo) que pudessem comprometer as analises das amostras em PCR (figuras
7e8).

Figura 7. Validagdo da qualidade de amostras de gDNA extraidas

4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

\ el & 31/03/2014 17:32:45
mostras aplicadas nos pocos 2, 3, 5, 6 foram consideradas boas; amostras presentes nos pocos 4, 9, 19 e
20 apresentam um padrdo aceitavel, no entanto, com a presenca de DNA degradado, identificado pelos
smears; amostras contidas nos pogos 8, 10, 11, 12 e 16 séo utilizadas na PCR, porém em maior volume,

devido a baixa quantidade de material gendmico; amostras 1, 7, 13, 14 e 17 foram consideradas inadequadas
para uso em PCR.

Figura 8. Espectrofotogramas de 4 amostras de DNA
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A amostra PV14 (A) apresenta um bom padrdo de qualidade (260/280) e uma quantidade razoavel de material
genético (ng/uL); ao passo que a amostras Pv018 (B) apresenta pouca quantidade de material genético com a
presenca de contaminantes (absorbancia elevada entre 270-280nm), mesma interpretacdo a amostra 169D3 (C),
porém com um espectro indicativo de contaminacdo ainda mais acentuado em 280nm;por fim a amostra PV19
(D) apresenta pouco material genémico.

46



Resultados

5.2. GENOTIPAGEM

N&o foi possivel padronizar a amplificacdo de fragmentos pelos iniciadores MSP1F1.
Portanto, foram desenhados novos oligonucleotideos em forma de semi-nested PCR,
denominados RgMSP1 (tabela 3, figura 6).

Embora todos os sistemas apresentassem niveis de deteccGes semelhantes (ver item
4.9) o conjunto de amostras amplificadas em cada um dos sistemas ndo foi 0 mesmo, e assim,
0 n amostral ndo é constante. Todas as 224 amostras foram testadas em cada um dos sistemas.
Cabe salientar também, que os parasitos foram identificados por meio do padrdo visual
formado no gel de agarose. Por exemplo, uma amostra que apresentou dois padrdes de banda
no gel de agarose, aquela amostra foi identificada com tendo dois parasitos. Esse padréo

ocorre devido a infec¢des policlonais (tabela 7)

Tabela 7. Total de amostras e parasitos identificados em cada sistema

MSP1F2

Amostras RgMSP1 MSP1F3 CSP
Alu l BstNI
Amplificadas (%)° 149 (66,5) 126 (56,3) 145(64,7) 152 (67,9) 100 (44,6)
IMC? (%)° 99 (66,4) 126 (100) 135(93,1) 140 (92,1) 57 (57)
IPC® (%) 50 (33,6) - 10 (6,9) 12 (7,9) 43 (43)
Total de Parasitos 201° 126 155 164 143

% Infeccdes Monoclonais; ™ Infeccdes policlonais; © porcentagem em relacdo ao total de amostras (224); *
Porcentagem relacionada ao total de amostras amplificadas por sistema; * 2 amostras apresentaram infeccdes
policlonais com 3 parasitos visualizado. Assim, 201 parasitos correspondem a 99 provenientes de infeccfes
monoclonais, 96 provenientes de infeccfes policlonais (com a presenca de 2 parasitos, 48 ao total) e finalmente 6
provenientes de infeccBes policlonais com a identificacdo de 3 parasitos (2 amostras ao total)

5.2.1. Sistema RgMSP1

Foram observados 6 fragmentos gerados na PCR, semelhantes aqueles esperados nas
analises de bioinformatica (Tabela 4), nomeados respectivamente de A, B, C, D, E e F (Figura
9). Foram analisadas 149 amostras, tendo detectado um total de 201 parasitos. Todos os alelos
foram amplamente frequentes, acima de 10%, sendo as formas C e D as mais prevalentes. Tal
fato ndo é observado quando os dados séo analisados segundo o possivel local de infecgdo, de
modo que os alelos E e F foram menos frequentes entre possiveis infeccdes urbanas, e na
rural, a forma B foi a menos frequente. As infec¢Bes no sexo masculino, em todas as formas
alélicas, ficaram acima de 61%, quando comparado com as mulheres. Considerando a
amostragem, em que ha um maior percentual, ndo somente de infecgdes oriundas de regies

rurais, como também no género masculino (Tabela 6), os resultados aqui expressos devem ser
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vistos com cautela. Os alelos A e E tiveram maior prevaléncia em infec¢fes com parasitemias

acima de uma cruz (Tabela 8 e Tabela 9).

Figura 9. Perfil eletroforético do sistema RgMSP1

9 310711 Q2

M = Marcador de peso molecular (100pb). Pode-se observar alguns perfis polimorficos correspondentes aos
padrbes A, B, C, D, E e F nos pocgos 6, 7, 8, 4, 5, 13, respectivamente. E possivel observar algumas infec¢des
policlonais (nos pogos 3 e 4, por exemplo).

Tabela 8. Perfil epidemioldgico molecular da RgMSP1

Sexo Possivel local de infeccéo Parasitemia em cruzes

*
ROIMSPL =0 F Urbana* Rural* Ign* <1/2+ 1/2+ + ++ +++ Ign Total
A 25 10 10(0213) 23(0,154) 2 (0,400) 3 0 10 18 2 2 35(0,174)
B 13 8  11(0234) 8(0,054)  2(0,400) 4 1 310 2 1 21(0,104)
C 30 15 9(0,191) 36(0,242) 0 8 4 1018 1 4 45(0,224)
D 37 13 13(0277) 37(0,248) 0 12 6 16 9 5 2 50(0,249)
E 17 6 1(0,021) 22 (0,148) 0 4 0 8 10 1 0 23(0,114)
F 22 5  3(0064) 23(0,154) 1(0,200) 0 1 9 4 2 1 27(0,134)
Total 144 57 a7 149 5 41 12 56 69 13 10 201

* O valor dentro do paréntese refere-se & frequéncia do padréo polimérfico. ‘Ign = dado nio coletado (ignorado)
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Tabela 9. Relacdo entre formas polimorficas do sistema RgMSP1 com a

parasitemia
Comparages* <1/2%  >+° p°© ORP IC 95%"
3 30
A 50 108 0,0093 0,2160 0.06291to0 0.7416
5 15
B 48 123 1 0,8542 0.2942 to 2.480
12 29
C 41 109 0,8449 1,100 0.5131 to 2.359
18 30
D 35 108 0,0947 1,851 0.92131t0 3.720
E 4 19 0,3228 0,5113 0.1654 to 1.581
49 119 ’ ’ ' '
F 1 15 0,0979 2,148 0.9148 t0 5.042
42 123

* As analises foram realizadas comparando-se o somatdrio de cada alelo, contra o somatério
de todos os demais alelos; * InfeccBes classificadas como meia cruz ou inferior (formas); ®
infeccBes tachadas como superiores a uma cruz; © valor de p, obtido pelo teste exato de
Fisher; ® Razées das Chances (do inglés Odds Ratio); © Intervalo de confianca 95%.

O sistema RgMSP1 apresentou uma grande variabilidade genética, tanto o indice
informativo de Shannon como a heterozigosidade (He = 0,816, em média), visto que o
sistema apresentou mais alelos igualmente frequentes em todas as amostras analisadas (Tabela
10). A distribuicdo dos padrdes polimérficos entre a amostra urbana e rural apresentou
diferencas consideraveis (teste G: p = 0.00139, SE = 0,00018).

Tabela 10. Diversidade génica no marcador RgMSP1

RgMSP1  n* NA? Ne® I° He* uh®
Total 201 6 5424 1,739 0816 0,820
Urbf 47 6 4593 1599 0,782 0,799
Rural 149 6 5198 1,705 0,808 0,813
Ign® 5 3 2,778 1,055 0,640 0,800

*n, tamanho amostral; NA? Namero de alelos identificados; Ne® Nimero efetivo de
alelos; I° Indice de informagdo de Shannon; He® Diversidade génica; uh® diversidade
genética corrigida; 'Urbano; Local desconhecido (Ignorado)

Em 50 amostras (34%) foram detectadas infec¢bes policlonais, a maior parte dos
casos (48 registros) com a presenca de duas formas apenas, e, em dois pacientes, infeccoes
por 3 cepas distintas (C+E+F e D+E+F). A maioria destas infec¢cdes ocorreu na regido rural, e
em infecgOes diagnosticadas com parasitemias superiores a uma cruz. No entanto, ndo houve
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uma relacdo estatisticamente significante, quando comparadas infeccbes mono com as

policlonais (Tabela 11 e Figura 10).

Tabela 11. Relagéo de infeccdes policlonais com local de infeccdo e grau

parasitario, em RgMSP1

RgMSP1 N(%) Urbano(%) Rural(%) <1/2+(%) >+(%)
A+ 17 (34) 5 (50) 11(28,2) 3(21,4) 14 (38,9)
B+ 5 (10) 1(10) 4 (10,3) 2 (14,3) 3(8,3)

C+  6(12) 2(0)  4(103) 0 6 (16,7)

D+ 16(32) 2(20) 14(359) 6(429)  10(27,8)

E+  6(12) 0 6(154)  3(214) 3(8,3)
Total 50 10(20)  39(78)  14(28) 36 (72)

A+: Associagdo entre formas A+B, A+C, A+D, A+E, B+: unido das formas B+C, B+D;
C+: C+D, C+E; C+E+F; D+: D+E+F, D+F; E+: E+F

Figura 10. Relacdo entre infecgdes mono e policlonais ao local de infeccéo e carga parasitaria
estimada, no sistema RgMSP1
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Todas as infeccOes policlonais foram agrupadas

5.2.2. Sistema MSP1F2

Devido ao grande tamanho do fragmento gerado na PCR (>1Kb), a diferenciacdo do
tamanhos deste foi dificultada, de tal forma que, ao contrario do proposto por Imwong et al.
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(2005) que classificou os polimorfismos com base na PCR, neste trabalho preferiu-se
classifica-los unicamente com base nos padrdes obtidos pela clivagem enzimética na RFLP,
pela Alu I e Bst NI.

O padrao de restricdo obtido pela enzima Alu | apresentou dificil interpretacéo,
devido ao grande numero de sitios de restricdo pela enzima no fragmento de DNA (Figura
11). Foram identificados 7 padrdes distintos em 126 amostras, nomeados de 1 a 7,
respectivamente. Nao foi detectada nenhuma infeccdo maltipla. Os padrées 1, 4 e 5 foram os
mais frequentes na amostra, correspondente a 81% de toda a amostra. Assim como nos outros
sistemas, 0s pacientes masculinos corresponderam por mais de 60% das infec¢Ges, bem como
0S registros em areas rurais, também acima de 60% (Tabela 12), e como explicado

anteriormente, a amostra apresenta uma composi¢cdo majoritaria de homens.

Figura 11. Padr&o de restri¢do do sistema MSP1F2 pela enzima Alu |

s 8 " : R o SN
M Marcador de peso molecular (100 pb) ND, ndo digerido; pogos 1-7 amostras “digeridas” pela enzima de
restricdo.
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Tabela 12. Perfil epidemiolégico molecular da MSP1F2/Alu |

MSP1F2  Sexo Possivel local de infecgéo Parasitemia em cruzes Total*

ALUI M F Urbana*  Rural* Ign**  <1/2+ 1/2+ + ++ +++ Ign'
1 18 10 7(0,200) 21 (0,236) 0 7 1 7 10 2 1 28 (0,222)
2 3 1 0 4 (0,045) 0 0 0 4 0 O 0 4 (0,032)
3 6 2 3(0,086) 5 (0,056) 0 1 0 2 5 0 0 8 (0,063)
4 17 10  10(0,286) 16(0,180) 1 (0,500) 5 2 4 12 1 3 27 (0,214)
5 34 13 12(0,343) 35(0,393) 0 8 3 1317 3 3 47 (0,373)
6 3 1 1(0,029)  3(0,034) 0 0 0 21 O 1 4 (0,032)
7 6 2 2(0,057)  5(0,056) 1(0,500) 4 2 1 1 0 0 8 (0,063)
Total 87 39 35 89 2 25 8 3346 6 8 126

* O valor dentro do paréntese refere-se a frequéncia do padréo polimérfico. ‘Ign = dado néo coletado (ignorado)

Utilizando a enzima Bst NI foi possivel identificar 5 padrdes de restricdes diferentes
(Figura 12), nomeados 1 a 5, respectivamente, em 145 amostras, detectando um total de 155
parasitos. O perfil da amostra assemelha-se aos demais marcadores utilizados (acima de 60%
do sexo masculino, indicando a zona rural, como possivel local de infecc¢do). Todos os alelos
foram igualmente frequentes, exceto o padréo 4. A forma 2 foi o mais prevalente. O mesmo
padréo foi obtido entre as areas urbanas e rurais. Em mais de 60%, as infec¢es apresentavam
parasitemias superiores a uma cruz, ndo sendo observada nenhuma relacdo estatisticamente

significante entre a parasitemia e o alelo analisado (Tabela 13).

Figura 12. Padrdo de restri¢do do sistema MSP1F2 pela enzima Bst NI

M Marcador de peso molecular (100 pb) ND, néo digerido; po¢os 1-7 amostras “digeridas” pela
enzima de restricdo.
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Tabela 13. Perfil epidemiol6gico molecular da MSP1F2/Bst NI

MSP1F2 Sexo Possivel local de infec¢ao Parasitemia em cruzes

I n Total*

BstNI M F Urbana* Rural* Ign <1/2+ 1/2+ + ++ +++ Ign

1 23 13 11(0,268) 24(0,218) 1(0,250) 10 1 9 12 1 3 36 (0,232)

2 51 19 17 (0,415) 53(0,482) 0 13 5 20 23 5 4 70 (0,452)

3 12 4 3(0,073) 11(0,100) 2 (0,500) 1 1 6 7 1 0 16 (0,103)

4 2 4 2 (0,049) 3(0,027) 1(0,250) 1 1 1 3 0 0 6 (0,039)

5 22 5 8(0,195) 19(0,173) 0 3 4 3 11 5 1 27 (0,174)
Total 110 45 41 110 4 28 12 39 56 12 8 155

* O valor dentro do paréntese refere-se a frequéncia do padréo polimoérfico. *Ign = dado ndo coletado (ignorado)

Os fragmentos obtidos pela clivagem enzimatica Alu | apresentaram uma diversidade
genética semelhante aos obtidos em outros sistemas (MSP1F3 e RgMSP1) He = 0,755. No
entanto, 0 mesmo resultado ndo foi encontrado na PCR/RFLP pela enzima Bst NI (He =
0,700, Tabela 14).

Né&o foram observadas diferencas significativas entre amostras provenientes de areas
urbanas e rurais, no sistema MSP1F2 clivado pela Alu | (p=-0,0184; Teste G: p = 0,70077,
SE=0,00262) ou quando clivado pela enzima Bst NI (p=-0,0167; Teste G: p = 0,86301, SE =
0,00154).

Tabela 14. Diversidade génica no marcador MSP1F2
Localidade Locus n* NA? NeP I° Hed uh®

Total Alul MSP 126 7 4,090 1,601 0,755 0,762
BsaNI MS 155 5 3,329 1,363 0,700 0,704
Alul MSP 35 6 3,990 1,523 0,749 0,771

Urbano
BsaNI MS 41 5 3,452 1,376 0,710 0,728
Rural Alul MSP 89 7 3,966 1,593 0,748 0,756
BsaNI MS 110 5 3,122 1,316 0,680 0,686
Alul MSP 2 2 2,000 0,693 0,500 1,000

Ignorado

BsaNI MS 4 3 2,667 1,040 0,625 0,833
*n, tamanho amostral; NA? NGmero de alelos identificados; Ne® NUmero efetivo de alelos; I Indice de
informacao de Shannon; He® Diversidade génica; uh® diversidade genética corrigida.

5.2.3. Sistema MSP1F3

Foram identificados 5 padrées de fragmentos gerados na PCR pelos iniciadores
MS_3F e MS_3R, nomeados A, B, C, D e E, respectivamente, em 152 amostras analisadas
53



Resultados

(68% do total, Tabela 7), sendo identificados 164 clones. Entre essas amostras, 12 delas
apresentaram perfis policlonais de infeccdo, sendo A+B (3); A+C (1); A+D (1); B+C (4);
C+D (2); C+E(1). Destes, 9 infec¢bes maltiplas teriam ocorrido em area rural. Em 60% dos
casos 0 homem foi o portador de cada uma das formas alélicas identificadas (Figura 13,

Tabela 15), e novamente frisando o viés amostral com relacdo ao género.

Figura 13. Polimorfismos genéticos observados em MSP1F3

e ! ol N S

Nos pocos 1, 2 e 3 foram utilizados padrdes conhecidos; nos pocos 5 a 11 mostram varios padrdes: 5 (A); 6
Padrdo heterozigoto (B+C); 7 (C); 8 (B); 9 (C+D); 10 (D+E) 11 (E). Edicdo com a unido de varios géis,
mantendo a posi¢do do fragmento em relagéo ao padréo de peso molecular (4 10pb).

As formas polimérficas mais frequentes foram as A, B e C, que em conjunto
corresponderam por mais de 81,7% das deteccGes. O alelo B foi mais prevalente na populagao
rural, enquanto na populagdo urbana foi mais frequente o C. N&o foi encontrada nenhuma
relacdo estatistica entre a parasitemia (infeccGes classificadas com parasitemia em formas ou
meia cruz contra infecgdes superiores a uma cruz) e o padrdo alélico ou associando infecgdes
maltiplas contra as monoinfecgdes (dados ndo mostrados). O sistema MSP1F3 apresentou
uma alta diversidade genética (He = 0,75, Tabela 16). A diferenca entre amostras
provenientes de areas urbanas e rurais foi baixa, pelo teste exato de diferenciacdo génica G (p
=0.16363; SE = 0,00310)
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Tabela 15. Perfil epidemioldgico dos padrdes polimérficos da MSP1F3 nas amostras

Sexo Possivel local de infecgao Parasitemia em cruzes
Padrao Policlonal Total*
F Urbana* Rural* Ign*! <1/2+ 1/2+ + ++ +++ Ign
A 25 16 8(0,178) 30(0,261) 3(0,750) 10 1 12 13 2 3 5 41 (0,250)
B 33 15 12 (0,267) 36 (0,313) 0 7 3 15 17 3 3 7 48 (0,293)
C 30 15 17 (0,378) 27 (0,235)  1(0,250) 6 5 12 15 6 1 5 45 (0,274)
D 19 6 8(0,178) 17 (0,148) 0 4 2 3 13 2 1 3 25(0,152)
E 3 2 0 5(0,043) 0 0 1 2 1 o0 1 1 5(0,030)
Total 110 54 45 115 4 27 12 44 59 13 9 12 164

* O valor dentro do paréntese refere-se & frequéncia do padréo polimérfico. ‘Ign = dado ndo coletado (ignorado)

Tabela 16. Diversidade génica no marcador MSP1F3

MSP1F3  n* NA? Ne® I Hed uh®
Total 164 5 4038 1,454 0,752 0,757
Urb' 45 4 3610 1,334 0,723 0,739
Rural 115 5 4,083 1473 0,755 0,762
Ign® 4 2 1,600 05562 0,375 0,500

*n, tamanho amostral; NA? Ntmero de alelos identificados; Ne® Nimero efetivo de
alelos; I° Iindice de informagdo de Shannon; He” Diversidade génica; uh® diversidade
genética corrigida; 'Urbano; Local desconhecido (Ignorado)

5.2.4. Sistema CSP

Os iniciadores da CSP produziram 8 fragmentos, nomeados A a H, respectivamente.

Das 224 amostras analisadas, foram obtidos resultados de 100 destas, sendo possivel

identificar 143 clones. Os padrdes polimorficos ndo estdo presentes na mesma frequéncia, de

tal forma que os padrbes C, D, E, G e H foram os mais frequentes (89,4%). Como nos outros

sistemas, a maior parte das amostras provém da area rural (64,1%). Os alelos mais frequentes

apresentaram frequéncias similares nas areas rurais e urbanas. Os homens também

corresponderam pela maior parte dos portadores (~70%). Aproximadamente 27% da amostra

analisada apresentavam carga parasitaria igual ou inferior a meia cruz, e 69% superior (Tabela

17), reiterando o carater enviesado das amostras.
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Tabela 17. Perfil epidemioldgico molecular do sistema CSP

Resultados

_ Sexo Possivel local de infecgéo Parasitemia em cruzes
Padréo T — Total*
F  Urbana* Rural* Ign* <l/2+ 1/2+ + ++ +++ Ign
A 4 1 3(0,065) 2(0,022) 0 1 0 1 2 1 0 5(0028)
B 1 0 1(0,022) 0 0 0 0O 0 1 0 0 1(0,007)
cC 13 7 5(0,109) 14(0,154) 1(0,167) 4 2 5 6 3 0 20(0,141)
D 19 9 9(0,196) 17(0,187) 2(0,333) 9 2 10 5 2 0 28(0,197)
E 15 4 7(0,152) 11(0,121) 1(0,167) 3 2 4 9 0 1 19(0,134)
F 6 4 4(0,087) 6 (0,066) 0 0 1 2 6 1 0 10(0,070)
G 19 11 10(0,217) 20 (0,220) 0 9 0 7 10 3 1 30(0,211)
H 22 8 7(0,152) 21(0,231) 2(0,333) 4 2 13 6 2 3 30(0,211)
Total 99 44 46 91 6 30 9 42 45 12 5 143

-

* O valor dentro do paréntese refere-se a frequéncia do padrdo polimorfico.

Ign = dado néo coletado (ignorado)

Em relacdo aos outros sistemas analisados, este apresentou um maior indice de

policlonalidade (43%), ndo sendo observadas diferencas entre amostras provenientes de areas

rurais e urbanas, bem como diferencas quanto a carga parasitaria, menor que meia cruz e

maior que uma cruz (Figura 14).

Figura 14. Infecces mono e policlonais do sistema CSP
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Npoli: N&o Policlonal; Poli: Policlonal; A+: infecgdes policlonais entre as formas A+D; B+: infeccOes
policlonais entre as formas B+G; C+: infec¢cbes entre as formas C+F, C+G e C+H; D+: infec¢cbes entre os
padrées D+G e D+H; E+: infeccOes entre as formas E+F, E+G e E+H. <1/2+ infec¢Bes com carga parasitaria

igual ou inferior a meia cruz; >+: infec¢es com parasitemia igual ou acima de uma +

A diversidade genética observada no sistema CSP foi maior do que aquelas obtidas

para outros sistemas (He = 0,828; | = 1,845) (Tabela 18).
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Tabela 18. Diversidade génica no marcador CSP

CSP n* NA? NeP I° He® uh®
Total 142 8 5,824 1,845 0,828 0,834
Urbano 46 8 6,412 1,939 0,844 0,863
Rural 91 7 5,569 1,791 0,820 0,830
Ignorado 6 4 3,600 1,330 0,722 0,867

*n, tamanho amostral; NA®* NUmero de alelos identificados; Ne” Numero efetivo de
alelos; 1° indice de informag&o de Shannon; He” Diversidade génica; uh® diversidade
genética corrigida.

5.3. Sequenciamento

Foi possivel sequenciar amostras amplificadas pelos sistemas RgMSP1 e MSP1F3
(Apéndices | e II). Em todas as situagOes verificou-se uma grande quantidade de
polimorfismos do tipo SNP (polimorfismos de troca de base Unica). Também foi verificado,
no caso do sistema MSP1F3, varios gaps (polimorfismos de insercdes e delecbes de
nucleotideos), evidenciando a grande diversidade de fragmentos distintos. Em ambas as
condicBes, SNP ou gaps ndo sdo observados no gel de agarose, este ultimo, devido a diferenca
de tamanho dos fragmentos distintos serem menores do que a sensibilidade de deteccdo da

eletroforese em agarose.
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6. DISCUSSAO

A maléria tem apresentado uma queda na incidéncia global de aproximadamente
25% entre 2000 e 2012. Essa substancial reducgdo foi associada a intervencdes vetoriais em
larga escala (uso de mosquiteiros impregnados com inseticidas), aumento na cobertura de
diagnosticos com implementacdo de testes rapidos bem como, o tratamento de terapias
combinadas com artemisisina (ACTs) (WHO, 2013). No entanto, varios outros fatores podem
influenciar nestes resultados, como por exemplo, a ecologia e 0 comportamento humano
como também vetorial, a imunidade do hospedeiro, bem como as alteracfes climéaticas
(REITER, 2008). No Brasil, de maneira semelhante, também foi registrada reducbes da
incidéncia da malaria, a exce¢do do surto de 2005 (Figura 2), apos politicas de intervencédo
governamentais, PIACM e o PNCM (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010), e que também
ndo podem ser vistas como as Unicas razdes para o controle da doenga, tendo em vista, que
outras abordagens de controle, bem como alteracGes ambientais locais, também sdo passiveis
de influenciar a incidéncia da doenca (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010; VIEIRA et al.,
2014a). Mesmos ap06s as adogOes das estratégias de controle, a incidéncia da maléria no Brasil
continua alta, com maior prevaléncia de P. vivax, que correspondem por mais de 95% dos
casos registrados em Rondénia e Porto Velho, e acima de 80% no Brasil, em 2014 (Tabela 1)
(BRASIL, 2014).

Analisando os dados epidemioldgicos de Porto Velho, pode-se observar que, baseado
no provavel local de infeccdo relatado pelos pacientes, 84% dos registros ocorreram em areas
rurais, e cerca de 16% em areas urbanas, e, por conseguinte, estas regifes tornam-se
importantes para a manutencdo daquelas incidéncias elevadas. Apesar das nossas amostras
ndo serem representativas, estas apresentaram propor¢oes semelhantes aos dados registrados
no SIVEP/MALARIA, de modo que aproximadamente 70% das amostras apontaram &reas
rurais como provavel local de infeccéo, e aproximadamente 27% como sendo a area urbana o

provavel local de infeccdo (Tabela 6).

Estes indicadores (infeccbOes em areas urbanas e rurais) tornam-se interessantes
guando se avalia o comportamento dos moradores. Ha um intenso fluxo de citadinos que
adentram dareas rurais para agricultura, pesca ou turismo (58%) (VIEIRA et al., 2014b).

Considerando a estratégia de transmissdo de P. vivax, que gera gametocitos maduros e
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infectivos, quase que simultaneamente ao aparecimento de fases assexuadas e antes que o
limiar de uma infeccdo clinica no sangue seja atingido (SHORTT; GARNHAM, 1948;
MENDIS et al., 2001), muitos daqueles que adentraram a area rural retornam a cidade,
infectados. Estes, com efeito, podem ser fonte de transmissao urbana, desde que na presenca
de vetores. Observacgdes nos postos de coleta e na literatura, mostram que o tempo entre 0
inicio dos sintomas e o diagndstico séo superiores a 4 dias, em média (CERUTTI et al., 2007),

e, portanto, mais do que suficiente para a transmissao de gametdcitos maduros.

N&o obstante, deve-se considerar que o possivel local de infeccdo é meramente
especulativo, uma vez que o periodo de incubacdo do P. vivax é muito variavel. As formas
hepaticas sdo detectadas ap6s 7 dias da infeccdo e o desenvolvimento das formas eritrociticas,
de 12 dias a varios meses, sendo assim impreciso determinar o local exato do acometimento
da doenca (MENDIS et al., 2001; WHITE, 2011)

Ainda assim, é esperado que maior parte das infec¢bes tenha ocorrido em &reas
rurais, ja que o An. darlingi € o principal vetor da malaria no Brasil (regides neotropicais), e
geralmente, apresente habitos rurais, ribeirinhos e em areas florestais densas (SINKA et al.,
2010; BARBOSA et al., 2014). Contudo, a transmisséo urbana néo pode ser descartada, uma
vez que foi demonstrado que em locais de desmatamento, com crescimento secundario e
presenca antropica ha registros do vetor, demonstrando que este parece ser atraido por
ambientes de assentamento humano (BROCHERO et al., 2005). Deste modo, regifes
periféricas da cidade de Porto Velho, que apresentam caracteristicas semelhantes aquelas
(fronteirica a vegetacdo e com a presenca de igarapés, colecdes de agua), tenha realmente
transmissdo urbana. Esse processo € semelhantemente ao mecanismo de transmissdo
denominado como malaria de fronteira, demonstrando que a expansao humana em direcdo a
floresta (DE CASTRO et al., 2006; VITTOR et al., 2009; HAHN et al., 2014), bem como o
assentamento, proximo as rodovias tende a aumentar a transmissdo do agravo (HAHN et al.,
2014).

Isto € um problema crucial, pois o controle da doenca em determinada area, e 0 nao

controle em regides (ou paises) vizinhas, origina a importacdo da doenga, de modo que haja a

sua reemergéncia, ou manutencdo de sua incidéncia (COHEN et al., 2010). Portanto, as

estratégias para controle e possivel erradicacdo da malaria devem conter, além do controle

vetorial, bloquear o fluxo de malaria de areas de maior incidéncia e reduzir a transmisséo na
origem (MOONEN et al., 2010)
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Nesse sentido, a compreensdo da dindmica da transmissdo da malaria em Porto
Velho, no espago rural-urbano, s&o pontos chaves no controle da doenga. A falta do
entendimento da estrutura populacional, bem como a dindmica de transmissdo da malaria
decorrente de P. vivax (ARNOTT; BARRY; REEDER, 2012) geram lacunas nos programas
de controle da doenca. De tal modo que a Agenda de Pesquisa para Erradicacdo da Maléria
(malERA) afirma que nenhuma campanha de erradicacdo ou controle pode proceder sem
aqueles conhecimentos (THE MALERA CONSULTATIVE GROUP ON BASIC SCIENCE
AND ENABLING TECHNOLOGIES, 2011). Outro problema, que também deve ser citado,
ja que foi demonstrado em nossa regido, € a presenca de portadores assintomaticos que geram
uma transmisséo residual (KATSURAGAWA et al., 2013) dificultando o total controle e

erradicacdo da doenca.

Assim, os resultados obtidos por este trabalho foram U(teis, pois permitiram a
identificacdo de vérias cepas distintas de algumas regides (rurais e urbanas), determinando
assim a diversidade parasitaria e a detec¢do de infecgdes policlonais, sendo, portanto, uma
analise inicial da dindmica de transmissdo em uma amostra de Porto Velho. Contudo, deve-se
ressaltar que nossos resultados foram gerados pela PCR, e que alguns problemas séo inerentes
a essa técnica. Muitos fatores afetam sua eficiéncia, entre eles a qualidade dos iniciadores que
devem ser especificos para uma Unica regido e que ndao formem dimeros, entre outros fatores
ligados a qualidade do material genético, concentracfes de sais, temperaturas de pareamento e
qualidade da enzima (BESSERIS, 2014).

Tal interferéncia foi imputada na dificuldade da padronizagéo e reprodutibilidade em
nossos testes com o sistema MSP1F1 (Tabela 3). Apds analises dos iniciadores pode-se
deduzir que o tamanho excessivamente grande de alguns oligonucleotideos (30 bases), e a
formacédo de estruturas em grampos (hairpin) (AG = -2,16°C Kcal/mol) podem ter dificultado
a reacdo (Figura 15). Assim, as analises dos oligos por meio de softwares, Primer3, Prise2,
IDT OligoAnalyzer 3.1, BlastPrimer, por exemplo, foram necessarias para desenhar e analisar
a estrutura e a eficacia dos iniciadores (OWCZARZY et al., 2008; HUANG et al., 2014)
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Figura 15. Modelo demonstrando estrutura em forma de grampo (hairpin) dos iniciadores
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A. iniciador anti-sense descrito pelo Imwong et al. (2005), utilizado na primeira reacdo (MSP1F1). B. iniciador
sense descrito neste estudo (RgMSP1)

Portanto, devido a necessidade de aperfeicoar a detectcdo da regido F1 do gene mspl
novos iniciadores foram propostos neste estudo (RgMSP1, Tabela 3, Figura 15). Ainda assim,
os resultados obtidos neste estudo sdo semelhantes aqueles obtidos por Imwong et al. (2005),
com a identificacdo de um alelo a mais (cinco) no sistema MSP1F3, assim como no sistema
RgMSP1 (6) e CSP (8). Estes resultados sdo esperados, uma vez que pressdes seletivas em
proteinas imunogénicas, tais como a CSP e MSP1, devido a acdo imunoldgica inibem o
desenvolvimento de algumas cepas, e, portanto, tais proteinas sdo altamente polimorficas,
com objetivo de evasdo do sistema imune (FERREIRA; DA SILVA NUNES;
WUNDERLICH, 2004). Tal fato também pode ser explicado pela taxa de mutacdo neutra
estimada entre 4,31 x 10° e 3,21 x 10~ mutacdes por base por ano, taxa considerada alta
(CORNEJO; ESCALANTE, 2006). A diversidade génica observada em nossos estudos é
considerada alta (He acima de 0,7), mas comum as espécies de Plasmodium sp. Han et al.,
(2011) demonstrou que em locais com alta endemicidade de P. vivax ha uma tendéncia em
surgimento de novas formas variantes com o tempo, provavelmente devido a processos de

recombinacgdes independentes alterando os dominios proteicos.

Assim, baseado nesta ideia de grande variabilidade genética, somado ao fato da

precoce producdo de gametdcitos em P. vivax, e assumindo uma possivel hipotese de que
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portadores de malaria vivax adquiridas em &reas rurais, ao retornarem as regides urbanas,
inicie um ciclo de transmissdo urbana, seria esperada, portanto, uma distribuicdo de padrdes
polimorficos semelhantes nas duas regides. Nossos resultados indicam, contudo, que a
diversidade encontrada em areas rurais e urbanas ndo foram exatamente similares,
provavelmente devido a heterogeneidade geografica, e ndo representativa, das amostras
coletadas. Conquanto, ndo foi possivel diferenciar as amostras de ambas as localidades,
exceto pelo marcador RgMSP1 (MSP1F3; p = -0,0057, teste exato de diferenciacdo génica
“G” p =0.16363; RgMSP1 p=0,1052; teste G: p = 0.00139; MSP1F2 Alul p=-0,0184; Teste
G: p=0,70077; MSP1F2 Bst NI (p=-0,0167; Teste G: p = 0,86301, CSP, p=-0.01275, Teste
G: p =0.81999).

A proporcédo de infecgBes policlonais (~38%) pode estar diretamente relacionada a
diversidade. A maior parte destas infeccdes ocorreu em regides rurais, onde a diversidade
génica foi maior, quando comparada com a diversidade de infec¢bes de regides urbanas,
exceto para 0 marcador CSP (He urbana: MSP1F3 = 0,739; RgMSP1 = 0,799; MSP1F2 Alul
= 0,771; MSP1F2 Bst NI = 0,728; CSP = 0,863. He rural: MSP1F3 = 0,762; RgMSP1 =
0,813; MSP1F2 Alul = 0,756; MSP1F2 BstNI = 0,686; CSP = 0,830). Este resultado é
corroborado pelos achados de Ferreira et al., (2007) que demonstrou que infec¢bes oriundas

de regides rurais, no interior do Acre, tendem a ter maior diversidade genética.

Nossos resultados de infecgbes policlonais foram semelhantes aos encontrados por
outros autores, levando-se em conta o cuidado com diferentes técnicas e tamanhos amostrais.
Bruce et al., (1999) encontrou uma taxa de 23% em amostras coletadas da india, Sud&o e Siri
Lanka. Kolakovich et al., (1996) em Papua Nova Guiné obteve a porcentagem de 65% de

infeccBes multiplas, e 35,6% em estudo reportado na Tailandia por Cui et al., (2003b).

No entanto, foi relatado que em materiais genémicos complexos, isto €, com a
presenca de varias formas da mesma regido gendmica pode ocorrer distor¢des e perda da
sensibilidade de deteccao de algumas formas (LUCITO et al., 1998; MAKRIGIORGOS et al.,
2002), e aliado ao fato de que a amplificacdo da amostra ndo ocorra de maneira linear, de
modo que a reprodutibilidade pode ser afetada por impurezas da amostra (HEID et al., 1996).
Deste modo, a técnica de Real Time PCR demonstrou-se ser mais eficiente na detec¢do de
infec¢Bes mistas, experimentalmente, devido a sua sensibilidade (CHEESMAN et al., 2003).
A andlise do sequenciamento de algumas amostras de nosso estudo (em apéndice) e a partir de

sequencias disponibilizadas no Genebank (Tabela 4) foi observada amostras com mesmo
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Discussdo

tamanho, e portanto, identificadas visualmente como sendo uma Unica cepa, mas com a
presenca de varios polimorfismos de base Unica (SNPs). Assim, a frequéncia de infeccdes

policlonais pode ser muito subestimada.

Ressalta-se que, embora ndo encontradas diferencgas estatisticamente significantes
entre infeccbes poli e monoclonais com a carga parasitaria, estudos tem relacionado a
viruléncia das infeccdes com a competicdo entre os clones coinfectantes da malaria em
modelos animais utilizando P. chabaudi (DE ROODE et al., 2005). Os mesmos resultados
ndo tém sido encontrados em humanos (estudos realizados com P. falciparum), de tal forma
que estudos pos-morten demonstram a presenca monoclonal de parasito, demonstrando a
fatalidade associado as cepas mais virulentas (MONTGOMERY et al., 2006).

Neste aspecto outros estudos, utilizando marcadores mais polimorficos, e técnicas de
deteccdo mais sensiveis, associando cepas as alteracdes clinicas e falhas terapéuticas séo
necessarios, pois casos graves de morbidade e mortalidade associados a malaria podem estar
relacionados a um tipo especifico de cepa circulante. Questdo ndo compreendida, mas que tem

afetado grande parte da populacdo Amazonica (BONILLA et al., 2006).
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Conclusdo

7. CONCLUSAO

. Os oligonucleotideos produzidos neste estudo para amplificar o bloco 1 da
MSP1 (RgMSP1) demonstrou-se eficiente;

o O sistema RgMSP1 detectou 201 parasitos distintos, com 33% de infec¢cbes
policlonais;

o O sistema MSP1F2, quando digerido pela enzima Alul detectou 126 parasitos,
sem a deteccdo de infeccBes policlonais; ao passo que a digestdo do produto de PCR pela
enzima de restricdo BstNI, detectou a 155, com a deteccdo de 6,9% de infeccdes policlonais;

. O sistema MSP1F3 identificou 164 parasitos, detectando 12 casos de infec¢des
policlonais;

o O sistema CPS detectou 143 parasitos distintos, sendo detectados 43% de
infeccOes policlonais;

o Nossa amostra ndo é representativa, ndo obstante, semelhantemente aos dados
do SIVEP, a maior prevaléncia de amostras provenientes das areas rurais (70,5%);

o As amostras provenientes de areas urbanas e rurais apresentaram diversidades
genéticas distintas, sem, contudo, apresentarem diferencas estatisticamente significantes;

o Ndo foi verificada associacdo entre densidade parasitaria e infeccdes
policlonais;

o A analise do sequenciamento demonstrou baixa deteccdo de infecgdes

policlonais com polimorfismos do tipo SNP ou com inser¢des e/ou delecdes de poucas bases;
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ANEXOS

ANEXO I. Aprovacdo do CEP Projeto: Estudos de marcadores genéticos em

Plasmodium vivax em recidivas (Presente estudo)
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g MEDICINA TROPICAL - CEPEM 23‘

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo de marcadores genéticos em Flasmodium vivax em recidivas
Pesquisador: Mauro Shugire Tada

Area Temdtica:

Versao: 3

CAAE: 18481513.3.0000.0011

Instituigdo Proponente: Centro de Pesquisa em Meadicina Tropical - CEPEM -Ronddnia

Patrocinador Principal: INSTITUTO DE PESQUISAS EM PATOLOGIAS TROPICAIS DE RONDOMIA
Centro de Pesquisa em Medicina Tropical - CEPEM -Ronddnia

DADCS DO PARECER

Numero do Parecer: 457 .637
Data da Relatoria: Z8/10/2013

Apresentagio do Projeto:

Projets de Pesquisa de cardter epidemiolégico molecular. A malaria vivax apresenta-se com altos indices de
morbidade. Estudes sobre a dinamica populacional da malaria em nosso municipio sdo necessarias para
que se melhor defina politicas plblicas de controle desta doenga. Assim, pretende-se avaliar & quantificar a
presenca de cepas de P. vivax na regifo de Porto Velho, com base em marcadores genéticos moleculares.
A amosira consistira de pacientes sintomaticos, que passivamente procurarem o Cenfro de Pesquisa em
Medicina Tropical (CEPEM) para diagnostico da malaria, a partir do qual, havendo consentimento, sera
recolhide amostra por pungio venonsa. Serd realizado exames de rotina ambulatorial &

extragidc do material genético do parasita, por meio de kits especificos. A partir do DMA serd realizado os
testes de PCR para alguns marcadores polimarficos, tais como CSP & MSP1. O resultado da PCR sera
confirmada em gel de agarose. Para os protocolos que o exigirem, sera realizado RFLP. Espera-se
determinar a relagio entre tipos de cepas & outres fatores, como recidivas alteragdes apresentadas nos
exames laboratoriais, por meio de testes estatisticos, bem come avaliar a distribuigio das cepas em
determinadas regides da cidade, bem como comelacionar estas cepas com os resultades oblidos em cutros

astudos.
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P
I AN CENTRO DE PESQUISAEM g
ey MEDICINA TROPICAL - CEPEM %ﬁ

Sy gy

Confnuagio do Fanscer: 457.637

Objetivo da Pesquisa:

Cibjetivo Geral:

Caracterizar a presenga de cepas circulantes de Plasmodium sp.com base em polimorfismos genéticos das
proteinas CSP [proteina Circunsporozoita) @ MSP1 (Proteina de superficie do merozoita).

Objetivos especificos:

- Determinar a presenga cepas P. vivax VE210 e VK247 na amostra;

- Verificar a condigdo de policlonalidade das cepas de vivax em infecgdes primarias & recidivas:

- Avaliar relagdo entre cepas em infecgdes primarias e secundarias;

- Correlacionar cepas em possiveis recaidas;

- Comparar polimorfismos geneticos entre P. vivax & P. falciparum.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Segundo a Resclugio 468/12 Item V. Toda pesguisa envolvendo seres envolve riscos em tipos e gradacdes
variadas. O projete caracteriza ter risce minime em fungdo de pungdo venosa e digital necessaria para
coleta de sangue. Mas os beneficios =30 diretos aos participantes, com acompanhaments medico para o
diagndstico e tratamento, exames de rotina, o que pode ser Otil para equipe médica visualizar ao
participante da pesquisa a indicagic de outro guadro clinico além da malara. O projeto tera beneficios

indiretos tanto a sociedade cientifica quanto a sociedade geral.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Projeto de extrema relevincia, pois favorece o alcance de melhores dados epidemiclagicos & assim um
controle adequado da malaria, para isso & necessaric gque s2 entenda a dindmica populacional das cepas
circulantes de P. vivas.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Projeto atende todos os requisitos da Resolugdo CN3 4668/M112 e suas complementares, tendo sido

respondide todas as pendéncias solicitadas mo Parecer Consubstanciado n® 275.340.

Recomendagbes:

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

O projeto enconira-se Aprovado, tendo em vista que foram respondidas todas as pendéncias.

Situagio do Parecer:
Aprovado
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ANEXO I1. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido do Projeto (TCLE): Estudos de

marcadores genéticos em Plasmodium vivax em recidivas (Presente estudo)

VOCE ESTA SENDO CONVIDADO (A) COMO VOLUNTARIO (A) A PARTICIPAR DA
PESQUISA:

Estudo de marcadores genéticos em Plasmodium sp.
Sob responsabilidade do pesquisador; Dr. Mauro Shugiro Tada
Telefone para contato: (069) 3216-5442

Vocé estd sendo convidado a participar deste projeto de pesquisa sobre malaria vivax para

que possamos avaliar a diversidade de parasitos que estdo em circulacdo na cidade de Porto Velho.
A JUSTIFICATIVA, OS OBJETIVOS E OS PROCEDIMENTOS:

A realizacdo de tal estudo justifica-se pela necessidade de compreender a biologia do

parasito.

O objetivo é avaliar e comparar a presenca de polimorfismo no parasito em estudos

genéticos.

O(s) procedimento(s) a serem adotados serdo: de coleta de material biolégico e dados, e
serdo realizados da seguinte forma: Quando o voluntario aceitar a participar da pesquisa, este
receberd o TCLE, e as explicagBes sobre a pesquisa. A seguir sera coletado 10 ml de sangue

periférico sob condi¢Bes de assepsia e anti-sepsia de rotina hospitalar.
Junto com vocé serdo convidados mais 80 .
DESCONFORTOS, RICOS E BENEFICIOS:

Existe um desconforto, e sera de leve sensacéo dolorosa no momento da coleta de sangue

por pungéo justificada para que se possa realizar o procedimento tal.

Além do beneficio indireto com o resultado cientifico deste projeto, o usuario deste projeto
apresentard como ganho direto pela participacdo a execucdo de exames laboratoriais, avaliagédo
médica e acompanhamento pela equipe do projeto, o que podera fornecer dados sobre doencas
secundarias, ressaltando que néo sera recusado atendimento médico especializado em caso de néo

aceitacdo a participacao no projeto.
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GARANTIA DE ESCLARECIMENTO, LIBERDADE DE RECUSA E GARANTIA DE
SIGILO:

Vocé sera esclarecido(a) sobre a pesquisa em qualquer aspecto que desejar. Vocé é livre
para recusar-se a participar, retirar seu consentimento ou interromper a participacdo a qualquer
momento. A sua participagdo € voluntaria e a recusa em participar ndo ira acarretar qualquer

penalidade ou perda de beneficios.

O(s) pesquisador (es) ira (ao) tratar a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo. Os
resultados das determinacdes da inflamacéo que serdo realizadas dentro de laboratério de pesquisa
serdo guardados e poderdo ser enviados para vocé e permanecerdo confidenciais. Seu home ou o
material que indique a sua participacdo ndo sera liberado sem a sua permissdo. Vocé ndo sera
identificado (a) em nenhuma publicacdo que possa resultar desse estudo. Uma copia deste
consentimento informado seré arquivada no Centro de Pesquisa em Medicina Tropical e outra sera

fornecida a vocé.

CUSTOS DA PARTICIPACAO, RESSARCIMENTO E INDENIZACA O POR EVENTUAIS
DANOS:

A participacdo no estudo ndo acarretara custos para vocé e ndo sera disponivel nenhuma

compensacao financeira adicional.
ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS EM BIORREPOSITORIO E BIOBANCO

As amostras colhidas nesse trabalho serdo armazenadas em Biorrepositérios
primeiramente, que se destina a ser um tipo de deposito ao qual suas amostras ficardo no tempo de
realizacdo deste projeto de pesquisa, cuja guarda ficara com o pesquisador principal Dr. Mauro
Shugiro Tada e de responsabilidade institucional Centro de Pesquisa em Medicina Tropical, este
deposito permanecerd o tempo programado para realizacdo do trabalho. Caso haja necessidade
podera ser prolongada mediante justificativa e aprovacio do CEP (Comité de Etica em Pesquisa).
Este material podera sofrer transferéncia para Biobanco institucional, pelo qual sua amostra fara parte
de um banco de responsabilidade institucional podendo ser utilizado para pesquisas futuras, essas
pesquisas também serdo avaliadas por CEP’s. Seu material biolégico serd armazenado sobre um
sistema seguro de identificacdo, que garante o sigilo, o respeito a confidencialidade e a recuperagéo
dos seus dados, para fornecimento de informacBes de seu interesse ou para a obtencdo de

consentimento especifico para utilizagdo em nova pesquisa;

Por isso torna-se necessario gue marqgue qualquer alternativa abaixo, que condiz com sua

participacdo nesse estudo:

() Necessidade de novo consentimento a cada pesgquisa (a cada nova pesquisa 0

pesquisador responsavel entrard em contato para adgquirir novo termo de consentimento livre

e esclarecido).
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( ) Dispensa de novo consentimento a cada pesquisa (_seu material bioldgico

poderd ser utilizado para pesquisa futuras sem a necessidade de novo termo de

consentimento livre e esclarecido).

E importante esclarecer que vocé participante desta pesquisa tem garantia expressa da
possibilidade de acesso do conhecimento dos resultados obtidos com a utilizagdo dos materiais
biolégicos e as orientagcdes quanto as suas implicagBes, em qualquer tempo. Para isso ficara o

contato da instituicdo responsavel por seu armazenamento (CEPEM — RO — (69) 3216-5442).

DECLARACAO DO (A) PARTICIPANTE (A) OU DO SEU RESPONSAVEL:

Eu, , fui informada(o) dos objetivos da

pesquisa acima, de maneira clara e detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei que a qualquer
momento poderei solicitar novas informa¢gbes e motivar minha decisdo se assim o desejar. O

Professor Orientador certificou-me de que todos os dados desta pesquisa serdo confidenciais.

Também sei que caso existam gastos adicionais, estes serdo absorvidos pelo orgcamento da
pesquisa. Em caso de duvidas poderei chamar os estudantes e/ou o professor Orientador Mauro

Shugiro Tada, no telefone (069) 3216-5442, ou e-mail cepemsesauro@gmail.com

Declaro que recebi uma copia deste termo de consentimento livre e esclarecido e me foi

dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas duvidas.

Participante da pesquisa

Roger LaFontaine (Orientando)

Consentimento Livre
Esclarecido foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do

CEPEM/IPEPATRO/FIOCRUZ, em

Marcgo de 2013.

Este Termo de

reunido realizada no dia 25 de
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ANEXO Ill. Aprovacido CEP/CEPEM do projeto “Avaliacio do impacto do
tratamento de portadores de Plasmodium vivax ha manutencéo de endemia em pacientes

atendidos nas unidades de satide de Porto Velho — Rondonia”

GOVER (o]
DE RON, NIA
SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE

Centro de Pesquisa em Medicina Tropical
Comité de Etica em Pesquisa

REF.: Parecer 48/10 CEP/ICEPEM Porto Velho, 06 de Dezembro de 2010.

Registro CAAE: 0009.0.046.000-10

limo Dr. Mauro Shugiro Tada w8
Instituigio: CEPEM s

Sr. Pesquisador, em sua Décima reunio realizada no dia 02 de Dezembro de 2010, a Comissdo
de Etica do Centro de Pesquisa em Medicina Tropical - CEPEM, atendendo sua solicitagéo, analisou o
projeto sob sua responsabilidads intitulado: “Avaliagdo do impacto do tratamento de portadores de
Plasmodium vivax na manutengio da endemia em pacientes atendidos nas unidades de saiide de
Porto Velho - Rondénia”. Informo que, apds andlise e discussdo a Comissdo de Etica considerou

APROVADO, o citado projeto.
De acordo com o item VII.13.d, da resolugdo CNS n° 196/96, V.Sa. deve encaminhar a

nossa secrelaria relatérios parcial e final do referido projeto enquanto durar a pesquisa.

Atenciosamente,

A2l SU R
Dra. Carla Freire Celedonio Fernandes
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa

cemdep.,ﬂ,g,.;;;;,;."m;;;;,’,‘;'{,“f N e et

_ . opical ~CEPEM

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos - CEP ‘#\“ j{_ *

A“Wv Gum’?mz: f}r:'cznddeéﬁcaunPesqmsa—CONEP i "%

<o one: 3219-6012/ 3216-5442 %’"‘J“I‘?
0y nys1®
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ANEXO 1V: TCLE do projeto: “Avaliacio do impacto do tratamento de
portadores de Plasmodium vivax na manutencao de endemia em pacientes atendidos nas

unidades de salde de Porto Velho — Rondonia”

Estudo: Avaliacdo do impacto do tratamento de portadores de Plasmodium vivax na
manutencdo da endemia em pacientes atendidos nas unidades de salde de Porto Velho —
Rondonia

e Este trabalho tem como a justificativa o estudo da importancia de como 0s casos de
recaida de P. vivax mantém a distribuicdo epidemioldgica da maléria vivax no cenério da
cidade de Porto Velho. Tendo como objetivos a averiguacdo da eficiéncia do tratamento
da maléria vivax, averiguar a possibilidade de quantificar a taxa de recaida.

e Com a sua autorizacdo iremos efetuar a coleta de sangue e determinar a espécie de
maldria, todos os exames realizados serdo de graca. Este procedimento podera resultar em
algum desconforto, ja que para tanto, serd necessario a coleta de sangue a partir da puncao
venosa (15ml de sangue), ou digital (duas gotas de sangue). No entanto também lhe trara
beneficios, pois serds acompanhado por uma equipe de especialistas durante o tratamento.

e A amostra colhida sera armazenada em biorrepositério podendo ser utilizada em pesquisas
posteriores

e A participacdo € voluntaria. Isto quer dizer que vocé tem todo o direito de ndo participar
deste estudo e retirar o seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, e isto ndo trard
nenhum prejuizo, e que tera garantido o seu tratamento, conforme a rotina do servico de
saude local.

e Pela participacdo neste estudo, vocé ndo receberd nenhum tipo de pagamento.

e Os dados informados pelo paciente serdo mantidos em absoluto sigilo e os resultados
obtidos neste estudo poderdo ser utilizados para trabalhos cientificos.

e O resultado sera entregue ao paciente, e em caso positivo, 0 mesmo tratado e
acompanhado, ou encaminhado ao servi¢co médico local para melhor acompanhamento.

e Entendi o que me foi explicado sobre o estudo e concordo de livre e espontanea vontade,
participar como voluntario(a) deste estudo realizado no CEPEM, estou ciente que o
estudo se faz necessario para avaliar as possiveis causas da doenca denominada malaria
causada por Plasmodium vivax na regido endémica de Porto Velho — Ronddnia. O estudo
compreendera exame médico, exame de malaria.

(Assinatura do participante ou responséavel.)

Data: ....... T |

(Responsavel pelo Estudo)- Dr. Mauro Shugiro Tada (69 — 3216-5442) Francis

Ludervanhe (69 — 92896784); Roger LaFontaine (69-92234620) (impress3o digital se analfabeto)

(Nome da testemunha ou responsavel
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ANEXO V. Aprovacdo CEP do Projeto: “Estudo da sensibilidade do limiar de
identificacdo de Plasmodium sp. da regiéo de Porto Velho — RO” -

VERNO
gEaROND NIA

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE

Centro de Pesquisa em Medicina Tropical
Comité de Etica em Pesquisa

REF.: Parecer 48/10 CEP/ICEPEM Porto Velho, 06 de Dezembro de 2010.

Registro CAAE: 0009.0.046.000-10

limo Dr. Mauro Shugiro Tada .
Instituigdo: CEPEM 58

Sr. Pesquisador, em sua Décima reunio realizada no dia 02 de Dezembro de 2010, a Comissdo
de Etica do Centro de Pesquisa em Medicina Tropical - CEPEM, atendendo sua solicitagéo, analisou o
projeto sob sua responsabilidade intitulado: “Avaliagdo do impacto do tratamento de portadores de
Plasmodium vivax na manutengio da endemia em pacientes atendidos nas unidades de saide de
Porto Velho - Rondénia”. Informo que, apds andlise e discussdo a Comissdo de Etica considerou

APROVADO, o citado projeto.
De acordo com o item VII.13.d, da resolugdo CNS n° 196/96, V.Sa. deve encaminhar a

nossa secrelaria relatérios parcial e final do referido projeto enquanto durar a pesquisa.

Atenciosamente,

oAl St R
Dra. Carla Freire Celedonio Fernandes
Coordenadora do Comita de Etica em Pesquisa

Cenn-odePesquaemM-edcir-naT‘ro;i:;iv-;:é;’é; T ea QSA By,

Cunit:d:e Etica em Pesquisa com Seres Humanos - CEP 5?“ N

Aprovado pela Comissdo Nacional de Efica em Pesquisa— CONEP cLLrTm

Av Guapors, 215 - Lagoa Telefone: 3219-601 ELErEmy

i 213216-5442 % &
Oy ys3®
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ANEXO VI. TCLE do Projeto: “Estudo da sensibilidade do limiar de identificacdo de
Plasmodium sp. da regiédo de Porto Velho - RO

e Com a sua autorizacdo iremos efetuar a coleta de sangue e determinar a espécie de
maldria, todos os exames realizados serdo de graca. A participacdo é voluntaria. Isto
quer dizer que vocé tem todo o direito de ndo participar deste estudo e retirar 0 seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, e isto ndo trara nenhum prejuizo, e que terd
garantido o seu tratamento, conforme a rotina do servigo de satde local.

e Pela participacdo neste estudo, vocé ndo recebera nenhum tipo de pagamento.

e A amostra colhida sera armazenada em biorrepositério podendo ser utilizada em pesquisas
posteriores

e Os dados informados pelo paciente serdo mantidos em absoluto sigilo e os resultados
obtidos neste estudo poderdo ser utilizados para trabalhos cientificos.

e O resultado serd entregue ao paciente, e em caso positivo, 0 mesmo tratado e
acompanhado, ou encaminhado ao servi¢go médico local para melhor acompanhamento.

e Entendi o que me foi explicado sobre o estudo e concordo de livre e espontanea vontade,
participar como voluntario(a) deste estudo realizado no CEPEM, estou ciente que o
estudo se faz necessario para avaliar as possiveis causas da doenca denominada malaria
causada por Plasmodium vivax na regido endémica de Porto Velho — Ronddnia. O estudo

compreendera exame médico, exame de maléria.

(Assinatura do participante ou responséavel.)

Data: ....... R R

(Responsavel pelo Estudo)- MSc. Joana D’Arc Neves Costa (69 — 3216-5442) H

(Impresséo digital se analfabeto)

Ludervanhe (69 — 92896784); Roger LaFontaine (69-92234620)

(Nome da testemunha ou responsavel
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ANEXO VI. Aprovacio do projeto “Avaliacio do desempenho de um teste de
diagnostico rapido para a malaria em unidade de atendimento a doenga na cidade de
Porto Velho”

Plataforma Brasil

‘ wm central de suporte

Plslico

Congultas
Vool estd em: Piblics > Consultss > Pesquisar Valldade CALE
PESOUISAR VALIDADE CAAE

Dados para Validagio
- Nimero do CAAE
07 738212.4.0000.5541 lgar

DETALHAMENTC DO CAAE

Mimero CAAE Contato Piblico
[07733212.4.0000.5541 | LLuciano Teixeira Gomes
Pesquisador Responsavel Data Inicio do Cronograma
|Luciano Teixeira Gomes | 14/01/2013

Titubo do Projeto de Pesquisa Data Fim do Cronograma
Avaliacdo do desempenho de um teste de 21012014
diagnostico rapido para a malaria em unidade de

ate(...)

-

. votar |

Este sistemna foi deservoivido para os e orer [versao 7 ou supesior],

ou Maogilla Finefe

85



Apéndice

APENDICE

MSP1
67R
81R
14R
36

MSP1
67R
81R
14R
36

MSP1
67R
81R
14R
36

MSP1
67R
81R
14R
36

MSP1
67R
81R
14R
36

MSP1
67R
81R
14R
36

MSP1
67R
81R
14R
36

MSP1
67R
81R
14R
36

MSP1
67R
81R
14R
36

APENDICE 1. Sequenciamento RgMSP1

CTGATGCACGTGATCAACTTCCACTATGATTTGTTGAGGGCGAACGTCCACGACATGTGT

GCCCATGATTATTGCAAAATACCGGAGCATCTAAAAATCTCTGACAAAGAGCTGGACATG
——-TNNNTTTGGGCAAAAATACCGGAGCATCTAAAAATCTCTGACAAAGAGCTGGACATG
NAAATTTTATTTGGCAAAATACCGGAGCATCTAAAAATCTCTGACAAAGAGCTGGACATG
NNAAAATTTTATTGCAAAATACCGGAGCATCTAAAAATCTCTGACAAAGAGCTGGACATG
NNAAATTTATTTTGCAAAATACCGGAGCATCTAAAAATCTCTGACAAAGAGCTGGACATG

CTGAAGAAAGTTGTGCTGGGATTATGGAAGCCCTTGGACAACATAAAGGACGATATTGGA
CTCAAGAAAGTTGTTCTGGGCTATAGGAAGCCCCTGGACAACATAAAAGACGACATTGGA
CTCAAGAAAGTTGTTCTGGGCTATAGGAAGCCCCTGGACAACATAAAAGACGACATTGGA
CTCAAGAAAGTTGTTCTGGGCTATAGGAAGCCCCTGGACAACATAAAAGACGACATTGGA
CTCAAGAAAGTTGTTCTGGGCTATAGGAAGCCCCTGGACAACATAAAAGACGACATTGGA

Tt Fededhfdehdedehded Fedehfd % Tededehdedfd Nddfddhdhfdhd Kk

AAATTGGAGACCTTCATCACTAAAAACAAGGAAACAATAAGCAATATAAACAAGTTAATT
AAATTGGAGGCCTTTATCACTAAAAACAAGGAAACAATAAGCAATATAAACAAGTTAATT
AAATTGGAGGCCTTTATCACTAAAAACAAGGAAACAATAAGCAATATAAACAAGTTAATT
AAATTGGAGGCCTTTATCACTAAAAACAAGGAAACAATAAGCAATATAAACAAGTTAATT
AAATTGGAGGCCTTTATCACTAAAAACAAGGAAACAATAAGCAATATAAACAAGTTAATT

AGTGATGAGAATGCTAAAAGGGGAGGCCAATCCACCAACACGACTAATGGCCCCGGAGCG
AGTGATGAGAATGCTAAAAGGGGAAGCCAATCCACCAACACGACTAATGGAACCGGAGCG
AGTGATGAGAATGCTAAAAGGGGAAGCCAATCCACCAACACGACTAATGGAACCGGAGCG
AGTGATGAGAATGCTAAAAGGGGAAGCCAATCCACCAACACGACTAATGGAACCGGAGCG
AGTGATGAGAATGCTAAAAGGGGAAGCCAATCCACCAACACGACTAATGGAACCGGAGCG

R R R R R X

CAAAACAATGCTGCTCAAGGTTCAACAGGCAATACTGAAACAGGTACTCGAAGTTCTGCT
CAAAACAATGCTGCTCAAGGTTCAACAGGCAATACTGAAACAGGTACTCAAAGTTCTGCT
CAAAACAATGCTGCTCAAGGTTCAACAGGCAATACTGAAACAGGTACTCAAAGTTCTGCT
CAAAACAATGCTGCTCAAGGTTCAACAGGCAATACTGAAACAGGTACTCAAAGTTCTGCT
CAAAACAATGCTGCTCAAGGTTCAACAGGCAATACTGAAACAGGTACTCAAAGTTCTGCT

[OROROROTOROROROR e e Yo ¥

TCATCTAACACTCTCTCGGGTGGCGATGGTACGACGGTCGTAGGAACATCTTCTCCAGCA
TCATCTAACACTCTCTCGGGTGGCGCTGGTACGACGGTCGTAGGAACATCTTCTCCAGCA
TCATCTAACACTCTCTCGGGTGGCGCTGGTACGACGGTCGTAGGAACATCTTCTCCAGCA
TCATCTAACACTCTCTCGGGTGGCGCTGGTACGACGGTCGTAGGAACATCTTCTCCAGCA
TCATCTAACACTCTCTCGGGTGGCGCTGGTACGACGGTCGTAGGAACATCTTCTCCAGCA

e e e e e e e e e YT T e e e e

CCTGCTGCTCCATCTTCAACAAATGAAGACTACGACGAGAAGAAAAAAATCTACCAAGCC
CCTGCTGCTCCATCTTCAACAAATGCAAACTACGAAGCGAAGAAAATCATCTACCAAGCC
CCTGCTGCTCCATCTTCAACAAATGCAAACTACGAAGCGAAGAAAATCATCTACCAAGCC
CCTGCTGCTCCATCTTCAACAAATGCAAACTACGAAGCGAAGAAAATCATCTACCAAGCC
CCTGCTGCTCCATCTTCAACAAATGCAAACTACGAAGCGAAGAAAATCATCTACCAAGCC

R R R R R R RO R Yee e e R R R RO R R OROR

ATGTACAACGGCATATTTTACACGAGCCAGCTGGAGGAGGCGCAAAAGTTAATCGAAGTC
ATCTACAACGGCATATTTTTACACGANNNNNNNNNNNNNN == === === === =~ ———————
ATCTACAACGGCATATTTTACACGANNNNNNNNN - === = === === ——mo oo
ATCTACAACGGCATATTTTTTACACGA -~ === == === —====—— - m—mmmmm oo
ATCTACAACGGCATATTTTTTAACACGA- === == === —====——————— -

segunda PCR (Nested).

420

[ele) Yo

480

61
60
60

540
117
121
120
120

600
177
181
180
180

660
237
241
240
240

720
297
301
300
300

780
357
361
360
360

840
417
421
420
420

900
457
455
447
448

Os trechos em destaque demonstram a regido de alinhamento dos iniciadores da
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APENDICE I1. Sequenciamento da MSP1F3

GQ890962  GAAGCTTTGCAAGCCTACCAAGAATTGATCCCCAAGGTGACCACTCAGGAAAGCGCATCC 3780
Q63  -m------- CAAGCCTACCAAGAATTGATCCCCAAAGTAACCTCTCAGGAAAGCACATCC 51
Q@26  —mmmmmme- CAAGCCTACCAAGAATTGATCCCCAAAGTAACCTCTCAGGAAAGCACATCC 51
Q3  -m-mmee-- CAAGCCTACCAAGAATTGATCCCCAAGGTGACCACTCAGGAAAGCACATCC 51
Ql9  -m------- CAAGCCTACCAAGAATTGATCCCCAAAGTAACCTCTCAGGAAAGCACATCC 51
Qll - CAAGCCTACCAAGAATTGATCCCCAAGGTGACCACTCAGGAAAGCGCATCC 51
Q39  --------- CAAGCCTACCAAGAATTGATCCCCAAGGTGACCACTCAGGAAAGCACATCC 51
Q38 - CAAGCCTACCAAGAATTGATCCCCAAAGTAACCTCTCAGGAAAGCACATCC 51
Q36 - CAAGCCTACCAAGAATTGATCCCCAAGGTGACCACTCAGGAAGGCGCATCC 51
Q@7 s L G T GACCACNCAGEAAGGLGLATCC °1
GQ890962  GCACCAGCAGCAGCAGCAGTAAC-AGTACCAGGAGCAGGAGTAGTACCAGGAGCAGCAGC 3839
Q63 GTGGCAGTAACAGTACCAGGAGC-AGTAGTACCAT - -~CAGCAGTACCAGGAGGATTA-~ 105
Q26 GTGGCA-GTAACAGTACCAGGAGCAGTAGTACCAG- - ~GCGTACCAACAGCAGCAGCC-- 105
Q23 GTGGCA-GTAACAGTACCAGGAGCAGTAGTACCAG--~GCGTACCAACAGCAGCAGCC-- 105
Q19 GTGGCA-GTAACAGTACCAGGAGCAGTAGTACCAG---GCGTACCAACAGCAGCAGCC-- 105
Qll GCACCAGCAGCAGCAGCAGTAAC -AGTACCAGGAGCAGGANGT —= === ACCAGCAGC 102
Q39 GTGGCA-GTAACAGTACCAGGAGCAGTAGTACCAG--~GCGTACCAACAGCAGCAGCC-~ 105
Q38 GTGGCAGCTAACAGTACCAGGAGCAGTAGTACCAG--~GCGTACCAACAGCAGCAGCC-- 106
Q36 ACAACAGCGGCAACATTACCAGTAACAGTNACCAT - - -CAGCAGTACCAGGAGGATTA-- 106
Q27 ACAACAGCGGCAACATTACCAGTAACAGTAC-CAT -~ ~CAGCAGTACCAGGAGGATTA- - 105
GQ890962  AGCAGGAGTAGT-AGTACCAGGAGCAGCAGCAGCAGGAGTAGTACCAGGAGCATCAGCAG 3898
Q63 -CCTGGAGCAGG-AGTACCAGGAGCAGCAGCA--~~~~ GGACTAACAC-=-==-====--=-~ 145
Q26 ~GCAGGATCAGG--~=-~-~-~-~ AGCATCAGGC----~-~ GCAGTACC--==========-= 134
Q23 ~GCAGGATCAGG----~-----~ AGCATCAGGC----~-~ GCAGTACC---=========-= 134
Q19 ~GCAGGATCAGG--~-=~----~-~ AGCATCAGGC-----~ GCAGTACC-—==-=====-==-= 134
Qll AGGAGCAGGAGT -AGTACCAGGAGCAGCAGCAGCAGGAGTAGTACCAGGAGCATCAGCAG 161
Q39 ~GCAGGATCAGG--~-~--~-~-~ AGCATCAGGC---~-~-~ GCAGTACC---=-==-==-==-==-= 134
Q38 ~GCAGGATCAGG--~-~----~-~ AGCATCAGGC----~-~ GCAGTACC---=-======-==-= 135
Q36 - CCTGGAGCAGGAGNTACCAGGAGCAGCAGCA -~ -~~~ GGACTAACAC--==-====-==-= 147
Q27 -CCTGGAGCAGG-AGTACCAGGAGCAGCAGCA- -~~~ GGACTAACAC------------ 145
GQ890962 CAGGAGTAGTACCAGGAGCATCAGCAGCAGGAGTA----GTACCAGGAGCACCAGCAGGA 3954
Q63  —mmmmmmmmm- CACCACCACCAGCAGGATCAGTA-—--~~- CCAGCAACAGGACCAGGA 186
Q26  —mmmmmmmmm—e- ACCAGCAGGAGGACCATCACCACCAGCAACAGGA -CCAGGAGCAGCA 180
Q23 = mmmmmmmmmeee- ACCAGCAACAGGA==—============—~—=—-—-~— CCAGGAGCAGCA 159
Ql9  —mmmmmmmm—e- ACCAGCAGGAGGACCATCACCCACCAGCAACAGGAGGAGTAGTACCA 181
Qll CAGGAGTAGTACCAGGAGCACCAGCAGGAGCAGTCACCAGCAGGAGCAGCACCAGCAGGA 221
Q39 = - ACCAGCAACAGGA ==~ ==========—=——~——~ CCAGGAGCAGCA 159
Q38 = —mmmmmmmm—e- ACCAGCAGGAGGACCATCACCACCAGCAACAGGA-CCAGGAGCAGCA 181
Q36  —mmmmmmmmm- CACCACCACCAGCAGGATCAGTA- -~~~ ~-~ CCAGCAACAGGACCAGGA 188
Q27  mmmmmmmmmee- CACCACCACCAGCAGGATCAGTA- -~~~ CCAGCAACAGGACCAGGA 186
GQ890962  GCAGCATCATCAGCACCAGGAGCACAAGAACAAACACAAACACAAGCGCAGGACTACGCC 4014
Q63 GCAGCAGCAGGAA--~-~-~ TCAACAGAAGAAAACGTAGCAGCAAAAGCGCAGGACTACGCC 241
Q26 GCA------ GGAT----- CAACAGAAGAAAA -CGTAGCAGCAAAAGCGCAGGACTACGCC 228
Q23 GCA------ GGAT----- CAACAGAAGAAAA-CGTAGCAGCAAAAGCGCAGGACTACGCC 207
Q19 GGAGTAGTAGAAT-- -~ CAGCAGAAGC-ACAAACACAAACACAAGCGCAGGACTACGCC 235
Q11 GCAGCACCATCAGCACCAGGAGCACAAGAACAAACACAAACACAAGCGCAGGACTACGCC 281
Q39 GCA------ GGAT----- CAACAGAAGAAAA-CGTAGCAGCAAAAGCGCAGGACTACGCC 207
Q38 GCA------ GGAT----- CAACAGAAGAAAAAAGTAGCAGCAAAAGCGCAGGACTACGCC 230
Q36 GCAGCAGCAGG-A----~- TCAACAGAAGAAAACGTAGCAGCAAAAGCGCAGGACTACGCC 242
Q27 GCAGCAGCAGG-A~~~~~ TCAACAGAAGAAAACGTAGCAGCAAAAGCGCAGGACTACGCC 240
GQ890962 GAGGACTACGACAAAGTAATCGCGCTGCCCCTGTTTGGCAACAACGATGACGACGGGGAG 4074
Q63 GAGGACTACGACAAAGTAAT -~ — == === == = === == === ==~~~ 261
Q26 GAGGACTACGACAAAGTAAT - = = == == = == = = == == == oo 248
Q23 GAGGACTACGACAAAGTAAT -~ — === === = === == === =~ 227
Q19 GAGGACTACGACAAAGTAAT - — - == == = == = == = — oo 255
Qll GAGGACTACGACAAAGTAAT - = = == == = == = = == = = == oo 301
Q39 GAGGACTACGACAAAGTAAT - - - == === == == == === oo 229
Q38 GAGGACTACGACAAAGTAAT - — - == == = == = == = — oo 250
Q36 GAGGACTACGACAAAGTAAT - = = == == = == = = == = = == oo 262
Q27 GAGGACTACGACAAAGTAAT - - - - - == oo oo oo oo oo oo oo 260

oo e ve v e e

Os trechos em destaque demonstram a regido de alinhamento dos iniciadores da
segunda PCR

87



Apéndice

APENDICE Il. Resumos publicados em Eventos

TABORDA, ROGER LAFONTAINE MESQUITA ; RODRIGUES, F. L. S. ; SANTOS
JUNIOR, A.P.J.; MELO, C. F. R.; SILVA, R. R. ; KATSURAGAWA, TONY HIROSCHI
; COSTA, J. D. N.; TADA, M. S. . Analise da MSP1 Bloco 3 em Amostras de Pacientes com
Infeccdo por P. Vivax na Regido de Porto Velho - Ronddnia. In: 50 Congresso da Socidade
Brasileira de Medicina Tropical, 2014, Rio Branco. 50 Congresso da Sociedade Brasileira
de Medicina Tropical, 2014.

TABORDA, ROGER LAFONTAINE MESQUITA; RODRIGUES, F. L. S. ; JUSTINIANO
JUNIOR, A.P.; MELO, C.F.R.; SILVA, R. R. ; TADA, MAURO SHUGIRO . ANALISE
DA MSP1 BLOCO 3 EM AMOSTRAS DE PACIENTES COM INFECCAO POR P. VIVAX
NA REGIAO DE PORTO VELHO - RONDONIA. In: 50 Congresso da Socidade
Brasileira de Medicina Tropical, 2014, Rio Branco. 50 Congresso da Socidade Brasileira de
Medicina Tropical, 2014.

TABORDA, ROGER LAFONTAINE MESQUITA ; COSTA, J. D. N. ; RODRIGUES, F. L.
S. : TADA, M. S. . PROJETO: PADRAO DE RECIDIVAS DE MALARIA VIVAX EM
PORTO VELHO, ANALISE EPIDEMIOLOGICA E MOLECULAR DOS CASOS NA
AREA URBANA. In: XIIl Reunido Nacional de Pesquisa da Malaria, 2013, Manaus.
Anais X111 Reunido Nacional de Pesquisa em Malaria, 2013.

TABORDA, ROGER LAFONTAINE MESQUITA ; COSTA, JOANA D'ARC NEVES ;
RODRIGUES, FRANCISCO LURDEVANHE DA SILVA ; TADA, MAURO SHUGIRO .
Anédlise epidemioldgica da malaria na area urbana de Porto Velho RO, no periodo de 2003-
2012. In: X1l Reunido Nacional de Pesquisa da Malaria, 2013, Manaus. Anais XllII

Reunido Nacional de Pesquisa da Maléria, 2013.

88



