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RESUMO

A maléaria € uma doenca que acomete milhdes de pessoas todos 0s anos no planeta.
No Brasil, essa doenca atingiu cerca de 267 mil pessoas somente em 2011, sendo que
a maior parte dos casos ocorreu na regido Amazonica. Causada por protozoarios do
género Plasmodium, possui um amplo espectro clinico que vai desdeinfeccOes
assintométicas, malaria ndo complicada, a malaria grave ou complicada, podendo
evoluir até o oObito. Estudos realizados em areas holo e hiperendémicas de maléria,
fundamentalmente no continente Africano e em Papua Nova Guiné, permitiram
estabelecer que o conhecimento da populacdo de parasitos que circulam em uma
area.Este estudo se propés a avaliar o perfil genético da infeccao por P. falciparumem
uma érea de alto risco epidemioldgico para malaria e com presenca de infeccéo
assintomatica no municipio de Barcelos, médio rio Negro, estado do Amazonas. Para
isso, foi estudado o gene MSP1 que codifica a Proteina de Superficie de Merozoito 1,
com o intuito de verificar a diversidade genética dos parasitos da regido de Barcelos, a
multiplicidade da infeccao e as relagBes dos diferentes gendtipos com o status clinico
em area endémica para malaria. Foi realizada reacédo de polimerase em cadeia (PCR)
a partir de DNA extraido de 79 amostras de sangue coletadas em individuos desta
regido. No total, foram encontrados 10 diferentes genétipos do parasito sendo que a
maior parte dos individuos (45 pessoas, 56,96%) portava apenas um genétipo do
parasito. Entre os individuos assintomaticos, 70,37% apresentavam um genotipo e os
demais (29,63%) apresentaram dois genoétipos. Entre os pacientes com maléaria, 50%
tinham apenas um genotipo, 25% tinham dois genoétiposs, 19,23% apresentaram trés
genotipos e 5,77% portavam quatro genotipos. Em média, portadores assintomaticos
possuiam 1,3 gendtipos diferentes enquanto pacientes com malaria tiveram em média
1,8 gendtipos. Concluiu-se que na regido de Barcelos circulam populacdes de P.
falciparumconsideravelmente diversas e que as infeccbes mudltiplas estdo mais
presentes em portadores de maléria que em individuos assintomaticos.

Palavras-chave: Malaria, P. falciparum, infeccdo assintoméatica, diversidade genética,

multiplicidade da infeccdo, Amazonas.
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ABSTRACT

Malaria is a disease that attacks millions of people all of the years in the world. In Brazil,
it reached about 267 thousand people only in 2011, and most of the cases was
registered in the Amazonian area. Caused by protozoa of the gender Plasmodium, it
possesses a wide clinical spectrum ranging from asymptomatic infections, no
complicatedmalaria, serious or complicatedmalaria that could develop until death.
Studies accomplished in holo- and hyperendemic areas, fundamentally in the African
continent and in Papua New Guinea, allowed to establish that the knowledge of the
population of parasites that circulate in a certain area. This study intended to evaluate
the genetic profile of the infection for P. falciparum in an area of high epidemic risk for
malaria and with the presence of asymptomatic infection in the city of Barcelos, medium
Rio Negro, state of Amazonas. For that, the gene MSP-1, that codifies the Merozoite
Surface Protein 1, was studied to verify the genetic diversity of the parasites of the area
of Barcelos, the multiplicity of the infection and the relationships of the different
genotypes with the clinical status in an endemic area for malaria. Polymerase Chain
Reaction (PCR) was accomplishedstarting from extracted DNA from blood samples
collected in individuals from this area. In total, 10 different genotypes of the parasite
were found and most of the individuals (45 people, 56,96%) carried just a genotype of
the parasite. Among the asymptomatical individuals, 70,37% introduced a genotype and
the others (29,63%) presented two. Among the patients with malaria, 50% had only one
genotype, 25% had two genotypes, 19,23% presented three genotypes and 5,77%
carried four genotypes. On average, asymptomaticbearers possessed 1,3 genotypes
while patients with malaria had 1,8 genotypes on average. It was concluded that in the
area of Barcelos diverse populations of P. falciparum circulate and that multiple

infections are more present in malaria bearers than in asymptomatic individuals.

Key-words: Malaria, P. falciparum, Asymptomatic infection, Genetic diversity, Multiplicity

of the infection, Amazonas.

XVi



1) INTRODUCAO

A maléria € uma doenca que acomete milhdes de pessoas todos 0s anos
principalmente nas regides intertropicais do planeta (WHO, 2010). No Brasil, foram
reportados cerca de 267 mil casos somente em 2011, sendo que a maior parte dos
casos ocorreu na Amazénia Legal (Ministério da Saude, 2011).

A malaria é uma doenca causada por protozoarios do género Plasmodium e
possui um amplo espectro clinico. Dentre os fatores determinantes para os desfechos
clinicos da malaria, podemos citar a espécie e a diversidade genética do parasito, a
intensidade com que o hospedeiro é exposto ao vetor e a imunidade do hospedeiro
contra a malaria, entre outros. A infeccdo por Plasmodium sp pode ser: 1)
assintomatica, quando o individuo esta infectado, mas ndo apresenta sinais ou
sintomas da doenca; Il) oligossintomatica, quando o paciente apresenta sintomas
fracos, muitas vezes com cura espontanea; Ill) malaria ndo complicada, que ocorre
guando aparecem o0s sintomas classicos de febre intermitente, calafrios e diaforese e
IV) maléria grave ou complicada, levando o paciente a um quadro clinico com sintomas
como anemia grave, insuficiéncia renal, hepatomegalia, esplenomegalia, convulsées,
coma (malaria cerebral), entre outros, podendo evoluir ao 6bito (Coura et al., 2006).

Este estudo se propde a investigar a diversidade genética do Plasmodium
falciparum um dos agentes etiolégicos da malaria em uma regido altamente endémica
da regido Amazoénica. Para isso, serdao estudados os diferentes genétipos do gene da
Proteina de Superficie de Merozoito 1 (MSP1), antigeno do P. falciparum encontrado
na membrana do parasito, sendo expresso na fase de merozoito (formas extracelulares
sanguineas). Esta proteina tem sido amplamente estudada como marcador molecular
para detectar quais genétipos de P. falciparum séo resistentes as drogas antimalaricas
(ocorréncias de reinfeccdo e/ou recrudescéncia), quais sdo responsaveis por casos
graves da doenca ou por infecgcdes assintomaticas, além de ser antigeno candidato
para uma vacina contra a maldria. Foram estudados individuos do municipio de
Barcelos, Amazonas, area altamente endémica para malaria, mas que apresenta
individuos que relataram nunca ter tido a doenca e alta frequéncia de infecgbes
assintomaticas (Suarez-Mutis et al., 2007b). Também foram estudados polimorfismos

no gene de MSP1, com a finalidade de: I) verificar quais as popula¢gdes do parasito



circulam nesta regido e Il) quais as consequéncias desta diversidade genética para o
desenvolvimento ou ndo de maléria ou infeccdo plasmodial assintomatica na populagéo
humana. O estudo genético foi feito através de comparacdo de tamanho de fragmentos

do gene amplificados por reacao de polimerase em cadeia (PCR).



2) MARCO TEORICO

2.1) A Maléria no Brasil e no mundo

A maléria é uma enfermidade que acomete milhGes de pessoas todos 0s anos.
Segundo dados do boletim de maléaria no mundo, publicado pela Organiza¢cdo Mundial
da Saude (OMS), foram notificados mais de 207 milhdes de casos de malaria no
planeta no ano de 2012 e, estimados um total 627 mil 6bitos (WHO, 2012), sendo a
maior parte dos casos no continente africano. A distribuicdo da doenca € mundial e

ocorre em 106 paises principalmente situados na zona intertropical (Figura 2.1).
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| No malaria

Figur
a. 2.1: Distribuicdo da malaria no Mundo. Fonte: WHO, 2010.

Em 2011 foram notificados cerca de 267 mil casos de malaria no Brasil, sendo
mais de 99% registrados na Amazénia Legal, com aproximadamente 5.000 internacdes
(Ministério da Saude, 2011) (Figura 2.2). As condi¢cdes climéticas da Amazodnia
favorecem a procriagdo do vetor e a transmissdo da doenca. Fora da regiao
Amazonica, poucos sdo 0s casos de malaria devido as campanhas de erradicacdo da
doenca na década de 1960 e, com o uso de fortes inseticidas de acao residual como o

DDT. Nestas regides os casos geralmente sdo importados de areas endémicas do
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Brasil e de outros paises. Embora a incidéncia da malaria seja reduzida nestas areas,
nao pode ser negligenciada diante do risco de reintroducdo da doenca, agravada pelo
fluxo migratério em &areas ambientalmente receptivas, bem como o diagnéstico tardio,
ja que a malaria possui sintomas parecidos com os de outras infeccbées como gripe e

dengue fazendo, muitas vezes, vitimas fatais (Costa et al., 2010).

NO NE []sem transmissdo
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Figura. 2.2: Classificacdo das areas de risco para malaria segundo incidéncia
parasitaria anual (IPA) Fonte: Servico de Vigilancia em Saude/ Ministério da
Saude (MS), 2011.

2.2 Agentes etioldgicos e vetores

Os agentes etiologicos da maléria sdo protozoarios apicomplexos do género
Plasmodium. J& foram descritas aproximadamente 150 espécies de Plasmodium, das
guais, cinco infectam naturalmente o homem: P. falciparum Welch 1897, responsavel
pelas formas mais severas de malaria e acontece em maior propor¢do no mundo,
sendo mais prevalente na Africa, existindo também em algumas regifes das Américas
e da Asia; P. vivax Grassi & Feletti, 1890, espécie mais amplamente distribuida no
mundo, principalmente na Asia, nas Américas e Oceania, sendo o principal causador
de maléria no Brasil; P. malariae Grassi & Feletti 1889, P. ovale Stephens 1922.

Recentes estudos no Sudeste asiatico relataram casos de infecgcdo natural em
4



humanos por P. knowlesi Franchiti, 1927 (White, 2008; Ta et al., 2010). Os plasmaédios
séo transmitidos através da picada de fémeas do mosquito do género Anopheles.

As espécies plasmodiais humanas ocorrentes no Brasil sdo: P. falciparum, P.
vivax e P. malariae (Ministério da Saude, 2011); a maior parte dos casos de malaria é
causada por P. vivax, e ultimamente observaram-se complica¢des clinicas incomuns de
malaria severa, levando varios pacientes a oObito. P. falciparum foi o causador de 13,1%
dos casos notificados na Amaz6nia em 2011, sendo responsavel pelo maior nimero de
internagBes (Ministério da Saude, 2011). Sdo poucos os casos de infeccdo por P.
malariae, que, por ter um periodo de incubacgéo intrinseca maior e por ndo ser tdo
virulento quanto as outras espécies, pode evoluir naturalmente para a cura. Muitas
vezes, também é confundido com P. vivax, quando observado na gota espessa
(Descheemaeker, 2009).

2.3) Ciclo de vida do Plasmodium sp

O ciclo biolégico do Plasmodium sp caracteriza-se por um estagio no hospedeiro
humano (ciclo assexuado) e por um estagio no mosquito vetor (ciclo sexuado), sendo
gue no ser humano, ocorre a fase exoeritrocitica ou esquizogonia tissular e a fase
eritrocitica ou esquizogonia sanguinea (Figura 2.3).

A fase exo-eritrocitica inicia-se quando fémeas de mosquitos Anopheles
infectadas picam o individuo, inoculando os esporozoitos na corrente sanguinea do
hospedeiro. Estudos recentes tém demonstrado que esporozoitos infectam a pele do
hospedeiro, induzindo supressdo imunolégica, e explicando algumas reinfec¢des
(Guilbride et al., 2012). Esporozoitos inoculados chegam até o figado e infectam os
hepatdcitos, iniciando-se a reproducao assexuada ou esquizogonia exoeritrocitica. No
interior dos hepatdécitos, os esporozoitos se multiplicam em milhares de esquizontes
teciduais, que se diferenciam em merozoitos. Os hepatécitos se rompem devido a
enorme carga parasitaria em seu interior, liberando os merozoitos na corrente
sanguinea que infectam os eritrocitos, iniciando-se o ciclo assexuado eritrocitico. A
esquizogonia exoeritrocitica dura, em média, de 7 a 10 dias para P. falciparum, de 10 a

17 dias para P. vivax e P. ovale, e de 18 a 40 dias para P. malariae.
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Nas infec¢cdes por P. vivax e P. ovale, populacdes geneticamente distintas de
esporozoitos possuem diferentes ritmos de desenvolvimento (Collins 2007, Imwong et
al., 2007); algumas se desenvolvem rapidamente, enquanto outras ficam em estado de
laténcia no hepatdcito, sendo por isso denominadas hipnozoitos (do grego, hypnos,
sono). Estes hipnozoitos sdo responsaveis pelas recaidas tardias da doenca, que
ocorrem apos periodos variaveis de incubacao, em geral dentro de seis meses para a
maioria dos genotipos de P. vivax. As recaidas séo, portanto, ciclos pré-eritrociticos e
eritrociticos consequentes da esquizogonia tardia de parasitos dormentes no interior
dos hepatdcitos.

No ciclo assexuado eritrocitico, 0s merozoitos uma vez liberados na corrente
sanguinea invadem os eritrocitos e, por esquizogonia se multiplicam e maturam,
formando novos esquizontes que se rompem liberando mais merozoitos com nova
invasdo de eritrécitos. O ciclo eritrocitico se repete sucessivas vezes a cada 48h nas
infeccdes por P. falciparum, P. vivax e P. ovale, e a cada 72h nas infec¢des por P.
malariae. ApoOs algumas geracfes de merozoitos sanguineos, alguns deles se
diferenciam em estdgios sexuados, formando, assim, 0s macrogametas (gametas
femininos) e os microgametas (gametas masculinos).

O ciclo no vetor inicia-se quando o mosquito se alimenta de sangue infectado
contendo os gametas plasmodiais livres na corrente sanguinea. No intestino do
anofelino ocorre a diferenciacdo dos gametécitos em gametas e sua fusdo com a
formacdo do ovo ou zigoto. Este se transforma em uma forma maovel (oocineto) que
migra até a parede do intestino do mosquito e se diferencia em oocistos.
Posteriormente os oocistos se rompem, liberando os esporozoitos que migram para as
glandulas salivares através da hemolinfa, de onde séo transferidos para o sangue do
hospedeiro vertebrado durante o repasto sanguineo.
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Figura 2.3: Ciclo de vida do Plasmodium sp. Fonte:(CDC)

2.4) Sintomas da malaria

Os principais sintomas associados a malaria sdo: calafrios, febre alta (40° C ou
superior) e sudorese nos casos ndo complicados, que podem ou ndo ser
acompanhados por cefaleia, mialgia, nauseas, vomito e outros sintomas inespecificos.
ApGs os primeiros sintomas a febre pode passar a ser intermitente. Nos casos graves
da doenca, podem acontecer sinais de prostracdo, alternancia de consciéncia,
convulsdes, dispneia, hipotensdo arterial, edema pulmonar, hemorragias, ictericia,
hemoglobindria, hiperpirexia e oligaria. Outros sinais detectados em exames

laboratoriais como, por exemplo, hipoglicemia, anemia grave, acidose metabdlica,



insuficiéncia renal, hiperlactemia e hiperparasitemia sdo importantes no diagndstico de
malaria grave (Ministério da Saude, 2010).

A maléria é uma doenca que possui um amplo espectro clinico, e a infec¢do por
Plasmodium sp pode levar o individuo a varios desfechos clinicos. O individuo
infectado pode ser portador assintomatico, apresentar os sintomas da triade classica
(denominada maléaria ndo complicada) ou pode ter complicac6es sérias que podem
levar a morte (Snow & March, 1998). A resposta imune do individuo a infeccao
depende de uma série de fatores tais como a intensidade da transmissdo da doenca, a
imunidade clinica adquirida do individuo, idade do hospedeiro, viruléncia e a carga
parasitaria, entre outros, gerando niveis de gravidade da doenca (Figura 2.4). Em areas
de alta endemicidade, individuos que sofreram picadas infectivas frequentemente,
podem vir a apresentar infeccdo assintomatica, com baixa parasitemia, contribuindo
para a transmissao da malaria, ja que ndo apresentam manifestacdes clinicas e ndo
sabem que estdo infectados (Suéarez-Mutis et al., 2007b). Também podem haver
individuos oligossintomaticos que possuem sintomas fracos como febre baixa ou
apenas indisposicao ou dor de cabeca leve, com cura espontanea; a malaria classica
ndo complicada e a malaria complicada, podendo levar o paciente a 6bito (Trager &
Jensen, 1976).

Em relagdo a infecgdo assintomatica, os estudos séo relativamente recentes nas
Américas. No Brasil, Andrade et al. (1995) demonstraram uma prevaléncia de 70% de
infecgbes assintoméaticas entre garimpeiros em Mato Grosso e Suarez-Mutis et al.
(2007b) detectaram 20,4% infeccdo assintomatica entre a populacdo envolvida em
atividades extrativistas do rio Negro. No Peru, foi detectada uma prevaléncia de 17,6%
de individuos assintomaticos (Roshanravanet al., 2003) e em comunidades indigenas
da Amazénia Colombiana, esse percentual foi de 21,6% (Suérez-Mutis et al., 2000). Foi
verificado que a prevaléncia de infeccGes assintomaticas era quatro a cinco vezes
maior que infeccdes sintomaticas, variando de 6.4 a 31.7% (sensibilidade a gota
espessa e PCR, respectivamente) (Roshanravanet al.,, 2003). Em trés diferentes
estudos seccionais cruzados realizados em Portochuelo e ao longo do rio Ji-Parana, as
taxas de infec¢bes assintoméaticas variaram de 16,9 a 64,8% (Alves et al. 2002, Coura
et al. 2006).
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Figura 2.4: Determinantes para o desfecho clinico da malaria.

2.5) Diagnostico

Para o diagnéstico da infeccdo pelo Plasmodium sp, além da suspeita clinica, é
necessaria a realizacdo de exames laboratoriais pois a malaria possui sintomas em
comum com outras doencas febris como dengue, febre amarela, leptospirose, febre
tifoide, entre outras. O exame da gota espessa é o método oficial para diagnéstico da
malaria, sendo considerado padrao-ouro (WHO, 2010; Ministério da Saude 2010). Essa
técnica baseia-se na coleta de uma gota de sangue do paciente por meio de puncao
digital em lamina de microscopia, sendo posteriormente corado pelo método de Walker.
Um profissional devidamente capacitado analisa a amostra em microscopio de campo
claro, podendo encontrar as formas parasitarias, sendo possivel identificar a espécie
plasmodial presente na amostra. Mesmo apds o avanco das técnicas de diagnostico da

maléria, a gota espessa ainda é muito utilizada pois € eficaz, de baixo custo e de facil

realizac@o (Ministério da Saude, 2010) (Figura 2.5).
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Figura 2.5: Formas sanguineas de P. falciparum, P. vivax e P. malariae,

respectivamente visualizadas em |laminas de gota espessa. Fonte: (Rey, 2008).

Testes rapidos imunocromatograficos detectam antigenos parasitarios através
de anticorpos monoclonais. Esse tipo de teste é rapido e eficaz, dispensando uso de
microscopio e profissionais treinados. Todavia, com 0 uso destes testes, ndo € possivel
dizer (com excecdo do P. falciparum) qual espécie plasmodial esta infectando o
paciente, ou se ha infec¢cdo mista. O uso desta técnica estd em crescimento mas seu
custo é ainda elevado e seu resultado pode perder qualidade quando armazenado por

muito tempo, principalmente em condi¢ces de campo (Figura 2.6).
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Figura 2.6: Diagnéstico imunolégico da malaria através de teste
imunocromatogréfico. Fonte: (Rey, 2008).

Outro método que é muito preciso € o diagndstico molecular através da Reacao
em Cadeia da Polimerase (PCR). Essa metodologia ndo é utilizada na rotina
laboratorial, pois necessita de profissionais treinados, equipamentos especiais e, por
ISs0o, seu custo € muito elevado. Geralmente € utilizado em diagnéstico da malaria para

efeitos de pesquisa cientifica.

2.6) Tratamento

O Ministério da Saulde, por meio do Sistema Unico de Salde (SUS), disponibiliza
0s medicamentos antimalaricos gratuitamente em todo o territério nacional, através do
Programa Nacional de Controle da Malaria (PNCM). O tratamento visa eliminar o

parasito agindo-o em pontos cruciais de seu desenvolvimento, como a interrup¢éao da
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esquizogonia eritrocitica (fase em que ocorrem o0s sintomas), destruicdo dos
hipnozoitos de P. vivax e P. ovale, (este ultimo, nos raros casos importados de paises
africanos) e interrupcdo do desenvolvimento de formas sexuadas (gametdcitos), para
gue a transmissdo ndo ocorra. Para isso, varios medicamentos sao utilizados, cada
gual com um objetivo. A medicacdo depende da espécie plasmodial, da idade, da
histéria de infeccbes anteriores, condicbes associadas como outras doencas ou
gravidez e em casos graves onde é necessaria a internagdo (Ministério da Saude,
2010).

No Brasil, as principais drogas antimalaricas utilizadas sdo a cloroquina,
primaquina, mefloquina, quinina, artemeter, lumenfantrina, tetraciclina, clindamicina,
doxiciclina, atovaquona entre outras. Para infeccbes por P. vivax e nos raros casos
importados de P. ovale, preconiza-se o uso da cloroquina durante trés dias e da
primaquina durante sete dias. A primaquina € hipnozoiticida (tem como alvo os
hipnozoitos) e a cloroquina, elimina as formas sanguineas assexuadas e 0s
gametocitos. As gestantes, criancas com menos de seis meses e individuos com
deficiéncia enzimética de Glicose 6- Fosfato Desidrogenase (6-GDP) ndo podem ser
medicados com esta droga.

Nas infec¢cdes por P. falciparum, utiliza-se a combinacdo de artemeter +
lumenfantrina durante trés dias ou mefloquina + artesunato, porém estes
medicamentos ndo podem ser administrados em gestantes com menos de trés meses
de gravidez. A segunda opcéao terapéutica é a associacdo quinina + doxiciclina, ndo
sendo administrada em gestantes e criangcas menores de seis meses. A doxiciclina ndo
pode ser administrada em criangas menores de oito anos; nesse caso a doxiciclina é
substituida pela clindamicina (Ministério da Saude, 2010).

Em infecgbes mistas (P. falciparum + P vivax), deve-se utilizar as combinagdes
de artemeter + lumenfantrina ou de mefloquina + artesunato, ambas associadas a
primaquina. Nas infec¢cdes mistas causadas por P. vivax + P. malariae, utiliza-se o
mesmo esquema terapéutico de infeccdes simples por P. vivax. Nos casos de infeccao
de P. falciparum + P malariae, utiliza-se somente a combinacdo adotada para o P.
falciparum.

Em gestantes e bebés menores de seis meses utiliza-se a combinacdo de

guinina + clindamicina em infec¢cdes ndo complicadas por P. falciparum ou somente a
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guinina durante sete dias. Todos esses tratamentos sdo ministrados por via oral, e as
doses de acordo com o peso do paciente.

Em casos de malaria grave por P. falciparum, administra-se as combinacdes:
artemeter + clindamicina (ambas endovenosas) ou artesunato (intramuscular) +
clindamicina (endovenosa) (exceto para gestantes e bebés menores de seis meses).
Em gestantes e criancas usa-se quinina + clindamicina (ambas endovenosas), em

doses de acordo com o peso do paciente (Ministério da Saude, 2010)

2.7) Classificacdo epidemiolégica

A malaria € uma doenga complexa do ponto de vista epidemiolégico, podendo
ser classificada de vérias formas de acordo com a intensidade e estabilidade da

transmissao e pela estratificacdo epidemioldgica de risco.

2.7.1) Intensidade da Transmissao

Desde a década de 1950, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) classifica a
malaria segundo a intensidade de transmissdo, de acordo com o percentual de
criancas entre dois e nove anos de idade que apresentem esplenomegalia (WHO,
1950):

Malaria holoendémica: quando mais de 75% das criancas entre dois e nove anos
apresentam esplenomegalia, contudo, poucos individuos adultos apresentam o baco
palpavel. Ocorre em regides de intensa e continua transmissao;

Malaria hiperendémica: quando entre 50 e 75% das criancas entre dois e nove anos
apresentam esplenomegalia, porém, este sinal também €é muito encontrado em
pacientes adultos. Esta situagao ocorre em regiées com transmisséo intensa e sazonal;
Maléria mesoendémica: quando entre 10 e 50% das criancas entre dois e nove anos
apresentam esplenomegalia. E caracteristico de areas com amplas variacdes de

transmissao;
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Maléaria hipoendémica: quando menos de 10% das criancas entre dois e nove anos

apresentam esplenomegalia. Ocorre em regides de transmissao baixa e irregular.

A classificacdo da OMS é aplicavel em areas como a Africa e o Sudeste

Asiatico, onde a transmissdo ocorre em todas as épocas do ano e ha dificuldade no

diagnéstico e no tratamento. Entretanto, ndo é o que ocorre na América, principalmente

no Brasil, onde a transmissédo € sazonal e a maioria dos pacientes é diagnosticada e

tratada. Por isso, essa classificagdo carece de sensibilidade nos paises latino-

americanos considerados de baixa endemicidade (Ladeia-Andrade 2005, Suarez-Mutis
2007a).

2.7.2) Estabilidade da Transmisséo

A malaria pode ser classificada como estavel e instavel. O principal fator que

determina a estabilidade da transmissdo da malaria em uma determinada populacéo é

o desenvolvimento da imunidade, independente da intensidade da transmisséo:

Maléria estavel: As areas de maléria estavel sdo aquelas que possuem altas taxas
de transmissdo do parasito e onde a populacdo estd constantemente exposta ao
vetor. As criancas menores de dois anos tém um maior risco de adoecer devido a
baixa imunidade, podendo chegar a oObito mais facilmente; os individuos adultos
geralmente sdo assintomaticos ou oligossintomaticos, com baixas parasitemias,
pelo fato de sofrerem constantes picadas do inseto vetor, desenvolvendo, assim,
imunidade clinica. Nestas areas os vetores sao bem adaptados e é raro encontrar
mosquitos ndo infectados (Rey, 2001);

Malaria instavel: Nao ocorre transmissao intensa, sendo que a incidéncia varia de
acordo com as condi¢des climaticas do local, influenciando na ecologia do vetor e
fazendo com que a populacdo ndo seja constantemente seu alvo. Desta forma, as
populacfes de &reas instaveis demoram a adquirir imunidade, e a maior incidéncia
de maléria ocorre em individuos adultos; dificilmente as criancas séo infectadas. As

epidemias de maldria geralmente ocorrem nestas areas.
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2.7.3) Estratificacdo Epidemioldgica de Risco

Desde o ponto de vista do risco epidemiolégico, de acordo com a OMS, uma
area pode ser classificada emalto, médio, baixo e sem risco de adquirir malaria, de
acordo com a Incidéncia Parasitaria Anual (IPA). Esta medida é calculada dividindo o
numero de casos de malaria em um ano num determinado local, pela populacdo em
risco desta regido, para o mesmo periodo de tempo por cada 1000 pessoas. No Brasil,
as areas sao divididas em: Alto risco (IPA = 50); Médio risco (IPA = 10 e < 50); Baixo
risco (IPA > 1 e < 10); e sem risco: (IPA < 1) (Ministério da Saude, 2011) (Vide figura
2.2).

2.8) Infeccédo assintomatica

Robert Koch foi o primeiro a descrever a infeccdo assintomatica por Plasmodim,
em pacientes na Papua Nova Guiné em 1900 (Coura et al 2006). Desde entéo, este
fendbmeno vem desafiando os cientistas e, apesar de varios estudos realizados, muitas
guestbes ainda nado foram esclarecidas. A maior parte das pesquisas sobre as
infeccBes assintomaticas foram realizada na Africa e no sudeste asiatico, sendo a
infeccdo por P. falciparum a mais estudada, embora também haja um numero
crescente de relatos de casos assintomaticos devidos ao P. vivax (Suarez-Mutis et al.,
2007b.).

Em é&reas de malaria hiper e holoendémicas, onde as pessoas sofrem
frequentes picadas, € observada a aquisicdo progressiva de imunidade, diminuindo o
namero de casos de sintomas clinicos, conforme o individuo vai ficando adulto (Rogier
& Trape 1993). Desta forma, o maior nimero de casos de malaria e os casos mais
severos ocorrem entre criangas entre seis meses e dois anos de idade. A imunidade
clinica comeca a aparecer a medida que a crianca vai crescendo e frequentemente é
adquirida entre um e quatro anos ou entre cinco e nove anos, dependendo do nivel de
endemicidade da area. Aos 14 anos, a parasitemia cai consideravelmente, podendo

atingir niveis indetectaveis a gota espessa, entretanto a infeccao persiste até a idade
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adulta, podendo ser detectada através do diagnéstico molecular pela Reacdo de
Polimerase em Cadeia (PCR) (Roper et al., 1998). Em &reas meso ou hipoendémicas
h& pouca informacg&o de como é adquirida essa imunidade clinica.

O aparecimento ou ndo dos sintomas depende da imunidade do individuo. A
imunidade é adquirida de acordo com a intensidade e regularidade com que o individuo
€ picado por anofelinos infectados ao longo da vida. Em areas de maléaria estavel (em
gue a transmissdo € intensa e constante), ndo ocorrem epidemias. J& em regides em
gue a malaria ndo possui transmissédo intensa e regular, ocorrem epidemias, devido a

baixa imunidade da populacéo ao parasito (Carter & Mendis 2002).

2.9) A maléria no municipio de Barcelos

Os primeiros registros de malaria no municipio de Barcelos foram relatados por
Oswaldo Cruz no inicio do século XX, em expedicao realizada no “Vale do Amazonas”.
Neste trabalho foi reportado que quase todas as criancas examinadas tinham
esplenomegalia palpavel, indicando uma area hiperendémica para malaria (Cruz,
1913).

Em média, a incidéncia parasitaria anual em Barcelos, é alta. Na década de
2000 houve uma queda desse indice em relacdo a década anterior. Em 2001 o IPA foi
de 15,2 para cada 1000 habitantes, um evento atipico para a regido, mas voltou a
subir, em 2004 esse valor foi de 136,7 por 1000 habitantes. Em 2009, o IPA foi de
123,6 para cada 1000 habitantes, em 2010 subiu ligeiramente (127,8 por 1000
habitantes) e em 2011 caiu consideravelmente (83,8 para cada 1000 habitantes
(Ministério da Saude, 2011).

O municipio € considerado uma area hipoendémica, com predominancia de
malaria causada por P. vivax. Em estudo realizado por Cevallos (2001), a malaria na
cidade de Barcelos esta presente ao longo de todo o ano, com 0 aumento do nimero
de casos no inicio e no final da estacdo chuvosa. Foi observado que quando o Rio
Negro atingiu seu nivel minimo, ocorreu aumento no nimero de casos devido ao

surgimento de criadouros do anofelino. A prevaléncia de malaria foi maior em criancas
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menores de 10 anos e adolescentes, provenientes da periferia da cidade (Cevallos,
2001).

2.10) Estudo da diversidade genética de Plasmodium sp

No Brasil o Plasmodium vivax é o parasito mais prevalente que causa malaria
humana, sendo o responsavel por mais de 86% dos casos da doenca notificados no
ano 2011 (Ministério da Saude, 2012). No municipio de Barcelos, no médio rio Negro,
local de nossos estudos, dos 2.169 casos de malaria registrados em 2001, 22,4%
foram devidos ao P. falciparum (Ministério da Saude 2011).

Mesmo sendo menos prevalente, o P. falciparum é a espécie causadora da
maior parte dos casos de malaria grave no planeta e responsavel pela maioria dos
Obitos principalmente em criancas menores de cinco anos e mulheres gravidas (WHO,
2010). Os estudos sobre a biologia deste Plasmodium se concentram
fundamentalmente em areas holo e hiperendémicas de malaria na Africa subsaariana
(Snow et al., 2005). Porém no Brasil, trabalhos realizados em &reas consideradas como
de baixa endemicidade, como a regido Amazonica ainda sdo escassos.

A publicacdo do sequenciamento completo do genoma do P. falciparum foi
essencial para a compreensdo da biologia deste protozoario, principalmente os
mecanismos genéticos relacionados a invaséo dos eritrécitos (Gardner et al., 2002). O
conhecimento da diversidade genética do P. falciparum em uma determinada area é de
extrema importancia, pois nos permite o entendimento da biologia do parasito, da
patogénese da doenca, dos mecanismos de interagcdo parasito-hospedeiro e o
desenvolvimento de uma vacina efetiva para o melhoramento das medidas de controle
usadas nas diferentes areas (Amodu et al 2005; Kiwanuka, 2009).

Uma das tecnologias empregadas para o estudo da diversidade genética € a
genotipagem de genes que codificam proteinas de membrana dos parasitos. A maior
parte dos estudos de genotipagem tem se concentrado no mapeamento das regides
polimérficas dos genes que codificam para a Proteina 1 de Superficie do Merozoito
(MSP1), da Proteina 2 de Superficie do Merozoito (MSP2), e da Proteina Rica em
Glutamato (GLURP) (Kiwanuka, 2009). Estes marcadores genéticos tém sido utilizados

para se avaliar a diversidade genética do P. falciparum, a multiplicidade da infecc¢éo,
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assim como na determinacdo dos niveis de transmissdo e sua associacdo com a
aquisicdo natural da imunidade contra a malaria (Kiwanuka, 2009).

Os plasmodios sdo protozoarios que tém alta taxa de mutacdo genética, sendo
mais diversos geneticamente que a maioria dos protozodrios pelo fato de realizar
reproducdo sexuada. Este tipo de reproducdo aumenta a variabilidade genética através
do mecanismo de “crossing-over” durante a meiose dos oocistos no intestino do
mosquito vetor. Desta forma, o parasito “modifica” seus genes que codificam para
proteinas de superficie da membrana como meio de selecdo natural e como
mecanismo de escape do sistema imune do hospedeiro (Carter & Mendis, 2002). As
recombinacdes genéticas tém maior abrangéncia a nivel fenotipico, quando
comparadas as mutacdes, pois as Ultimas sdo mudancas pontuais de nucleotideos em
uma determinada sequéncia, afetando apenas um codon; j& as recombinacdes
resultam em duplicacdes e delecbes entre as fitas de DNA ou no interior de uma
mesma fita, modificando varios codons e produzindo alteragdes nao-sinbnimas que
estao sob pressao seletiva (Rich et al., 2000).

O gene MSP1 estéa sob forte selecao natural, porém a interpretacéo da estrutura
populacional envolvendo este marcador € complexa, tendo em vista que h& gendtipos
distintos em diferentes localidades, ndo sendo bem conhecidos os fatores de selecéo
natural que influem na génese de novos alelos (Kiwanuka, 2009).

Em &reas endémicas a quantidade de gendtipos encontrados em um hospedeiro
pode ser um indicador do nivel de transmissédo (Haddad et al., 1999; Raj et al., 2004).
O aumento da transmissédo da malaria pode ser associado com o aumento do namero
de alelos do parasito num unico hospedeiro. Entretanto, em areas de baixa
transmissao, ha relatos de alta diversidade genética nos loci MSP1 e MSP2. Esses
dados indicam que os fatores responsaveis pela diversidade genética de P. falciparum
podem ser medidos néo s6 pela intensidade da transmissdo, mas também pelo nimero
de gendtipos circulantes na regido e a multiplicidade das infeccfes (Kiwanuka, 2009).

A diversidade genética de Plasmodium sp tem sido amplamente estudada nos
ultimos anos. Tal variabilidade estad relacionada as téticas de sobrevivéncia dos
plasmédios as barreiras naturais (imunidade adquirida do hospedeiro vertebrado) e

artificiais (tratamento da doenca com medicamentos) (Faye et al., 2010).
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Como meio de selecdo natural, as populacdes que possuem polimorfismos nos
genes que codificam proteinas de membrana, podem se tornar resistentes as drogas
e/ou ndo sdo reconhecidas pelos anticorpos e células de memoria do individuo
infectado. A recombinacg&o genética no género Plasmodium tem uma peculiaridade, se
comparado aos demais protozoarios: a fase sexuada, que ocorre no intestino do
mosquito vetor, apresenta uma elevada taxa de crossing-over (Su et al., 1999). Essa
fase é crucial para o surgimento de novas popula¢gdes do parasito, pois a reproducao
sexuada aumenta a variabilidade genética da espécie, tornando-a mais bem adaptada
ao meio em que se encontra.

Em areas onde a malaria € estavel, a diversidade das populaces de parasitos €
maior. Isto se deve a intensidade de transmissao e a capacidade vetorial do mosquito,
enguanto em locais onde a malaria é instavel, a diversidade é menor, ocasionada pela
menor expansao clonal dos genes devido a menor pressao imunolégica (Hoffmann et
al., 2003).

Estudos com P. falciparum, a espécie que causa maior incidéncia de morte e
morbidade por maléaria no mundo, tém demonstrado que a maioria dos polimorfismos
em genes gue codificam proteinas de membrana € ndo-sindnimo, ou seja, 0S genes
polimérficos traduzem proteinas com sequéncia de aminoacidos alterada (Rich et al.,
1998).

A genotipagem é uma ferramenta utilizada para se determinar a variabilidade
das populacbes de parasitos numa determinada area. Para isto, escolhem-se genes
gue sao sabidamente polimérficos, que sdo denominados marcadores moleculares. Os
principais marcadores utilizados na genotipagem de P. falciparum sdo genes que
codificam para: a proteina circunsporozoita, para a proteina adesiva relacionada a
trombospondina, para a proteina da membrana apical, proteina rica em glutamato e
proteinas de superficie de merozoito 1 e 2 (MSP1 e MSP2) (Jafari-Guemouri et al.,
2006).

Através dos estudos dos polimorfismos nestes genes, podemos determinar quais
0s genodtipos de parasitos estdo circulando em um determinado local, assim como
identificar se estes sdo responsaveis por casos graves, ndo complicados ou infec¢des
assintomaticas. Além disso, pode-se também verificar a resisténcia dessas populacdes

de parasitos aos medicamentos antimalaricos (Peek et al., 2005).
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Recentes estudos demonstraram que em populacdes de P. falciparum (e outras
espécies de plasmédios) o surgimento de polimorfismos nos genes de proteinas de
membrana seria uma estratégia de protecdo contra o sistema imune do hospedeiro
vertebrado, sendo uma forma de selecdo natural do parasito. Plasmddios portadores
desses polimorfismos poderiam agravar a doenca, com a possibilidade de causar
danos como o aumento da morbidade e da mortalidade pela malaria. (Rich et al.,
2000).

Este mecanismo de variabilidade genética do parasito com a finalidade de
produzir diversidade antigenica na membrana para que o mesmo escape da imunidade
do hospedeiro contribui para o fracasso de algumas medidas de controle da malaria.
(Takala et al., 2002).

Acredita-se que parte da variagdo antigénica observada dentro de motivos
repetitivos de uma proteina se origina de delecbes e insercfes resultantes de
recombinacao intra e entre fitas de DNA (Rich et al., 2000). Estes genes, como o da
MSP-1, por exemplo, encontram-se em coOpia Unica, cada genoétipo expressa apenas
uma das sequéncias tipo existentes para cada gene (no caso de genes dimorficos),
apresentando grande variacdo genética entre as populagbes de parasitos e essas
diferencas mudam de acordo com as variaveis epidemioldgicas de cada regido (Roper
et al.,, 1998; Tami et al., 2002). Através de recombinacdo génica meiltica, novas
versdes dessas sequéncias sdo geradas, no caso de zigotos resultantes da fusao de

gametdcitos portadores de diferentes alelos (Kemp, 1992).

2.10.1) Proteina de Superficie do Merozoito 1 — MSP1

A MSP1 (do inglés, Merozoite Surface Protein 1) € uma glicoproteina acoplada a
membrana do merozoito por ancoras de glicosil-fosfatidil-inositol (GPI) e sua funcédo é
pouco conhecida, mas acredita-se que seja responsavel pelo reconhecimento dos
eritrécitos (Darko et al., 2005). A MSP1 é um dos antigenos de membrana de
merozoito mais importantes quando se trata de desenvolvimento de vacinas. Ha
evidéncias de que a MSP1 esteja envolvida no processo em gque o parasito invade os

eritrocitos, ja que é expressa em grande quantidade no merozoito sanguineo, sendo
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uma das moléculas de membrana de maior peso molecular neste estagio de
desenvolvimento (Kariuki et al., 2005).

Com base na analise das sequéncias de MSP1, o gene é dividido em 17 blocos,
dos quais sete sdo altamente polimérficos inter-espaciados em cinco regifes
conservadas e cinco regides semi-conservadas (Holder, 1988). As variacdes no gene
MSP1 sdo, na sua maioria, dimorficas apresentando duas formas basicas para cada
bloco: as familias MAD20 e K1. No bloco 2 da MSP1, (um bloco repetitivo, variando na
sequéncia e no numero de repeticdes), ha outras duas familias alélicas, a RO33 (Certa
et al., 1987), e uma familia recombinante entre a regidao 5’ de MAD20 e a regidao 3’ de
RO33, denominada MR (Takala et al., 2002). Como o gene da MSP1 se encontra em
copia Unica (genoma hapldide), cada parasito sé expressa uma das quatro familias
alélicas no bloco 2 (bloco repetitivo) e uma das duas familias (MAD20 e K1) nos
demais blocos. Um mecanismo importante na variabilidade alélica em MSP1 é a
divisdo meidtica do parasito, ocorrida no intestino do mosquito vetor, que se acredita
seja dependente da intensidade de transmissao e que a recombinacao frequente entre
seus alelos de forma intermitente pode gerar novos alelos em regides de alta

transmissao (Tanabe et al., 2007).

conserved semiconserved

. variable % repetitive

Figura 2.7: Esquema representativo do gene MSP1 . Fonte: (Roy et al., 2008).

A relacdo entre a familia alélica do gene MSP1 que um determinado parasito
carrega e o0 quadro clinico do hospedeiro é bastante controversa. Segundo estudo de
Anong et al., (2010) a co-infeccdo de diferentes gendtipos de MSP1 (RO33 e K1) levou
57,7% dos pacientes pesquisados a desenvolver anemia grave, febre e alta
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parasitemia. A familia K1 foi associada a infec¢cbes assintomaticas em outros dois
estudos (Babiker et al., 1998; Amodu et al., 2005). Em contrapartida, outros trabalhos
mostraram que individuos infectados com parasitos expressando a familia alélica RO33
eram assintomaticos e 0s que possuiam genotipos relacionados com a familia K1
desenvolviam malaria grave (Ntoumi et al., 1996, Al-Yaman et al., 1997; Kun et al.,
1998). Estudos em pacientes com malaria grave mostraram uma superexpressao dos
genes MSP1 e MSP2, (Ofusu-Okyere et al., 2001; Ranjit et al., 2005;).

A resposta imune protetora contra os motivos das familias alélicas do bloco 2 da
MSP1 também tem sido observada. Evidéncias sugerem que as familias alélicas sao
mantidas por selecdo, mas ndo se sabe ao certo como esse proceso € controlado
(Polley et al., 2003).
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3)OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil genético da infeccdo por P. falciparum, no municipio de Barcelos,
médio rio Negro, estado do Amazonas, uma area de alto risco epidemioldgico para
malaria e com presenca de infeccdo plasmodial assintomatica, usando como alvo o
gene da MSP1.

3.1) Objetivos especificos

1. Avaliar a presenca de infeccbes multiplas por P. falciparum em individuos do municipio

de Barcelos.

2. Avaliar a diversidade genética de parasitas circulantes no municipio de Barcelos.

3. Determinar se existe associacao entre a diversidade genética e a presenca de infeccdes

multiplas do P. falciparum com o desfecho clinico dos individuos infectados.
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4) JUSTIFICATIVA

A maléria € uma doenca endémica na Amazonia brasileira; a epidemiologia é
altamente complexa apresentando grande heterogeneidade com a existéncia de varias
areas que sao caracterizadas por apresentar alto risco epidemiologico e transmissao
permanente ao longo do ano. Em areas de transmissio estavel na Africa tém sido
observadas infeccbes multiplas (MOI) por diferentes gendétipos de P. falciparum entre
criangas assintomaticas e assume-se que este quadro pode estar relacionado a
aquisicdo de imunidade clinica ou premunicdo, o que influencia o risco de ataques
subsequentes de malaria nestas populacfes. Acredita-se que a presenca de
multiplicidade da infeccdo € um bom indicador tanto do estado imune do individuo
como do nivel de transmissdo dessas areas. Ndo obstante, em regibes de baixa
endemicidade esses resultados ndo tém sido confirmados.

A malaria no continente Americano € classificada como de baixa endemicidade,
quando comparada a areas holo e hiperendémicas da Africa. Nos ultimos anos, em
algumas areas da Amazodnia, ha evidéncias da existéncia de individuos infectados por
alguma das espécies plasmodiais que ndo apresentam manifestagfes clinicas da
doenca. Sabe-se que nessas areas, em média, até 20% dos individuos podem ser
assintomaticos e que a infeccdo pode ocorrer tanto por P. vivax quanto por P.
falciparum. Nao se conhecem quais sdo os determinantes biolégicos, imunoldgicos e
genéticos relacionados a presenca de infeccdo assintomatica nessas regides da
Amazobnia. Também nado é conhecida a diversidade genética dos parasitos nesta area,
nem a multiplicidade das infeccbes, e sua associagcdo com o desfecho clinico e o
desenvolvimento de imunidade.

Este trabalho se propds a estudar a diversidade genética e a presenca de
infecgBes mdltiplas de P. falciparum utilizando como marcador a Proteina de Superficie
do Merozoito 1 (MSP1) para determinar se existe associacdo entre os diferentes
gendtipos e o desfecho clinico da malaria nessas areas consideradas como instaveis
para a transmissdo. O conhecimento da genética populacional destes parasitos € de
fundamental importancia para posteriores estudos epidemiolégicos envolvendo
resisténcia a drogas e desenvolvimento de vacinas, levando em conta os gendétipos

circulantes na regiao.
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5) MATERIAL E METODOS

5.1) Area de estudo

Este estudo foi realizado no municipio de Barcelos no médio rio Negro, estado
do Amazonas, localizado a 390 km (em linha reta) e a 496 km (por via fluvial) da capital
do estado, Manaus. Barcelos possui uma extenséo territorial de 122.476 km? sendo
considerado o segundo maior municipio do Brasil atras apenas de Altamira no Para.
Faz fronteira ao norte com a Venezuela, ao sul com os municipios de Codajas e Maaré;
ao leste com o estado de Roraima, ao oeste com o municipio de Santa Isabel do Rio
Negro e ao sudeste com o municipio de Novo Airdo (Figura 5.1).

O municipio possui uma populacdo de 25.718 habitantes, sendo 43% urbana
(10.058 pessoas) e 57% rural (15.660 pessoas). A densidade demografica é de 0,21
hab/ km? (IBGE, 2010a).

A vegetacao € composta por floresta equatorial umida, com temperatura média
anual de 28°C, e média pluviométrica anual superior a 2.800 milimetros. A
sazonalidade das chuvas € uma caracteristica marcante da regido. A estacdo chuvosa
tem seu inicio nos meses de marco e abril, atingindo seu climax nos meses de julho e
agosto, quando vastas areas sado inundadas pelas aguas dos rios. A estacdo seca
inicia-se em outubro e vai até marco. A umidade relativa do ar é alta, em média, de
89%, podendo chegar a quase 100% conforme as mudangas de temperaturas (Rojas &
Toledo, 1998).

O solo da regiao é lateritico, e 0s principais componentes sdo os hidroxidos de
aluminio e de ferro, sendo um solo inapropriado para a agricultura. Nas areas de
varzea, 0 solo é mais jovem e agricultavel devido aos depdsitos de matéria organica
trazidos pelos rios durante as cheias.

Barcelos € banhada pelos rios Negro, Padauiri, Unini, Jufaris, Jurubaxi, Araca,
Caurés e Demeni, em cujas margens encontram-se as principais localidades do

municipio.
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Figura 5.1: Mapa do estado do Amazonas com destaque para o Municipio de
Barcelos (amarelo). Fonte: Suarez-Mutis 2007.

5.2. Desenho do estudo

Os individuos foram recrutados usando duas abordagens diferentes:

1) Busca passiva: Individuos com sintomas de malaria que foram atendidos nos
postos da Secretaria de Saude Municipal de Barcelos e com resultado positivo
na gota espessa para Plasmodium falciparum;

2) Busca ativa com rastreamento domiciliar: Estudos seccionais foram realizados
no municipio de Barcelos (entre novembro e dezembro de 2006 e setembro de
2007) usando um sistema aleatério entre os habitantes dos bairros peri-urbanos
do municipio e da é&rea rural. Esses estudos seccionais pretendiam detectar
portadores de infec¢do assintomatica para P. falciparum.
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Todas as pessoas foram informadas devidamente sobre os objetivos do estudo e
aguelas que concordaram em participar e assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) foram incluidas na pesquisa. Em caso de menores de 18 anos, a
assinatura do TCLE foi solicitada ao responsavel do menor. Em todos os casos foi
aplicado um questionario individual que visava responder perguntas sobre informacfes
demograficas, antecedentes de migracao, histéria pregressa de maléria, data da ultima
maléria, espécie parasitaria, etc. Foi realizado exame de gota espessa pelos
funcionarios da Geréncia de endemias do municipio usando o0s protocolos
padronizados do Ministério de Saude. Simultaneamente foram coletados cinco mililitros
de sangue total em tubos vacutainer® com EDTA que foram guardados em freezer a -
20°C para posterior extracédo de DNA e realizacdo de provas moleculares. As amostras
foram coletadas por Martha Cecilia Suarez-Mutis e Simone Santos da equipe de
pesquisa.

Como critérios de inclusao foram considerados todas as pessoas maiores de um
ano infectadas pelo P. falciparum. Foram usados como critérios de exclusédo, ndo ser
moradores da &rea de estudo, ndo desejar participar do estudo e ser portador de
malaria grave.

5.3) Definigdo de casos:

5.3.1) Caso de malaria por P. falciparum

Definido como toda pessoa com exame de gota espessa positiva para o P.
falciparum e com sintomas clinicos associados a doenca. Uma vez coletadas as
informacdes e as amostras biolégicas todos esses pacientes foram tratados usando os
esquemas de Artemether-Lumefantrine (Coartem®) segundo recomendacfes do
PNCM. Nao houve necessidade de re-tratamento ou mudanca de esquema terapéutico

em nenhum dos individuos do estudo.
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5.3.2)Caso de infeccdo assintomatica

Definido como todos os individuos positivos para infec¢do plasmodial na PCR,
sem ter apresentado sintomas da doenca 30 dias antes e 30 dias depois de coletadas
as amostras biologicas e sem ter tomado medicamentos antimalaricos nem antibiéticos
no mesmo periodo. Essas sdo as definicdes usadas pelo Grupo Brasileiro de consenso
em estudos de infec¢ao plasmodial assintomatica.

Devido a gravidade que envolve uma infeccdo patente com P. falciparum, todos
os individuos diagnosticados com gota espessa positiva foram tratados e excluidos do
estudo independentemente do status de portador assintomatico ou caso de malaria
clinica.

Foram analisadas 79 amostras de sangue periférico de pacientes residentes em
Barcelos, estado do Amazonas, todos positivos para P. falciparum (por gota espessa
e/ou PCR diagnéstico); dos 79 individuos, 52 pacientes (65,82%) estavam com malaria
na ocasido da coleta de sangue e 27 (34,18%) eram portadores de infeccéo

assintomatica por P. falciparum.

5.4) Métodos de coleta de amostras

Foram coletados cinco ml de sangue periférico de cada individuo utilizando

tubos Vacuteiner® com anticoagulante (EDTA) para posterior analise molecular.

5.5) Extracdo de DNA

O DNA foi extraido a partir de 200 ul de sangue total, utilizando-se kit comercial
DNA Purification Kit (llustra Blood GenomicPrep Mini Spin Kit — GE Healthcare ®),
seguindo instru¢des do fabricante: foram adicionados 20ul de proteinase K aos 200 pl
de sangue e a mistura foi deixada por 10 minutos a temperatura ambiente para a lise
celular. O lisado foi transferido para colunas de silica e centrifugadas a 11.000 x g por 1

minuto e o sobrenadante foi descartado; foram adicionados 500ul de tampéao de lise e
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os tubos foram novamente centrifugados a 11.000 x g por 1 minuto e o sobrenadante
novamente descartado. Em seguida foram adicionados 500ul de tampéo de lavagem
sendo os tubos centrifugados a 11.000 x g por 1 minuto e o sobrenadante novamente
descartado. Este procedimento foi repetido. Apos lavagem, foram adicionados 200l de
tampdo de eluicdo previamente aquecido a 70°C, incubados por 1 minuto a
temperatura ambiente. Apds esse periodo, as colunas foram transferidas para tubos
limpos e devidamente identificados e foram centrifugadas a 11.000 x g por 1 minuto. As
amostras de DNA extraidas foram estocadas a -20°C para posterior quantificacdo e
realizacdo dos experimentos de PCR diagndstico e genotipagem. A extracdo de DNA

foi executada em capela apropriada para este tipo de procedimento.

5.6) PCR diagnéstico para Plasmodium sp

Trata-se de uma PCR aninhada (nested). Esta técnica € empregada para a
deteccdo da presenca ou ndo do Plasmodium, pois em infec¢cdes assintoméaticas a
parasitemia € muito baixa, e muitas vezes as formas plasmodiais ndo sao detectadas
no exame de gota espessa. O procedimento baseia-se no protocolo de Snounou e
colaboradores (1993, 1996) com algumas modificacbes. Realiza-se uma primeira
amplificacdo para a identificacdo de um fragmento género-especifico seguido de uma
segunda amplificacdo de um fragmento espécie-especifico (Nested PCR). N&do se
realiza eletroforese entre a primeira e segunda PCR para evitar a contaminacao.
(Quadros 5.1 a 5.3).
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Quadro 5.1: Iniciadores da primeira PCR diagndstica.

Iniciadores PCR diagndstico (primeira reacao)

nome Sequéncia 5'-3' Tm (°C)
Plu5 CTTGTTGTTGCCTTAAATTTC 43
Plu6 TTAAAATTGTTGCAGTTAAAACG 41

Quadro 5.2: Iniciadores da segunda PCR diagnostica.

Iniciadores da segunda reacéo

nome Sequéncia 5'-3' Tm (°C)
Fall TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATATT 48
Fal2 ACACAATGAACTCAATCATGACTACCCGTC 55
Vivl CGCTTCTAGCTTAATCCACATAACTGATAC 54
Viv2 ACTTCCAAGCCGAAGCAAAGAAAGTCCTTA 55
Mall ATAACATAGTTGTACGTTAAGAATAACCGC 51
Mal2 AAAATTCCTGCATAAAAAATTATACAAA 46

Quadro 5.3: Mix de reagentes da primeira PCR diagndstica.
MIX PCR NESTED DIAGNOSTICO — PRIMEIRA REACAO

Reagente Concentragédo/25ul  Volume(ul)

H.O 16,9ul
TampaolO0x(Invitrogen®) 1x 2,5ul
MgCl; 50 mM (Invitrogen®) 1,5mM 1ul

dNTP 10 Mm 0,12 mM 0,3ul
Iniciador Plu5 10 mM 240 nM 0,6ul
Iniciador Plu6 10 mM 240 nM 0,6ul
Taq (Invitrogen®) 5U/ul 05U 0,1ul
DNA 10-50ng 3ul
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Todos os experimentos foram realizados em capelas exclusivas para o preparo
de PCR e todos os reagentes foram mantidos no gelo durante a preparacdo dos
experimentos.

O perfil térmico da primeira PCR diagndstica foi:

Quadro 5.4: Perfil térmico da primeira PCR diagndstica.

Perfil térmico- Primeira reacao

Temperatura Tempo Ciclos
95°C 5min 1
94°C 1min
58°C 2min 25
72°C 2min
72°C 5min 1

4°C o0

Os produtos da primeira PCR foram utilizados como molde para a realiza¢éo da
segunda reacdo. No quadro 5.5. sdo descritos 0s reagentes e suas concentracoes

usadas na segunda PCR.

Quadro 5.5: Mix de reagentes da segunda PCR diagnostica.
MIX PCR NESTED DIAGNOSTICO — SEGUNDA REACAO

Reagente Concentragédo/25ul  Volume(ul)

H20 18,9ul
Tampaol0x (Invitrogen®) 1x 2,5ul
MgCl 250mM (Invitrogen®) 1,5mM 1ul

dNTP mix 10mM 0,12 mM 0,3ul
Iniciador Fall/Vivl/Mall 10mM 240 nM 0,6ul
Iniciador Fal2/Viv2/Mal2 10mM 240 nM 0,6ul
Taqg (Invitrogen®) 5U/ml 0,5U 0,1ul
Produto da primeira PCR 1ul
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Todos os experimentos foram realizados em capelas exclusivas para o preparo
de PCR e todos os reagentes e as amostras de DNA foram mantidos no gelo. No
guadro 5.6. sdo descritas as condicfes para a realizacao da reacdo espécie-especifica.

Quadro 5.6: Perfil térmico da segunda PCR diagnoéstica.

Perfil térmico PCR diagnodstico — Segunda Reacéao

Temperatura Tempo Ciclos
95°C 5min 1
94°C 1min
58°C 2min 30
72°C 2min
72°C 5min 1

4°C o0

Os produtos da segunda PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 2% em tampéo tris-borato-EDTA 0,5x, sob corrente de 90 Volts. A
sensibilidade de deteccdo é de niveis de parasitemia entre 0,01 e 0,001%, sendo

adequado para o diagnostico de infecces assintomaticas e latentes.

5.7) Genotipagem do gene MSP1

A genotipagem para o gene MSP1 foi realizada através de uma PCR aninhada
(nested), amplificando fragmentos do bloco 2 da MSP1, conforme protocolo da Agéncia
Internacional de Energia Atbmica-IAEA, (2003). Os tamanhos dos fragmentos da
primeira reacdo tém em torno de 800 pares de bases e os fragmentos da segunda
reacdo podem variar entre 400 e 700 pares de bases. Foram utilizados os seguintes

iniciadores:
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Quadro 5.7: Iniciadores da primeira reacdo MSP1.

Iniciadores - MSP1 — PRIMEIRA REACAO

Nome Sequéncia 5'-3' Tm (°C)
O1 CACATGAAAGTTATCAAGAACTTGTC 53
02 GTACGTCTAATTCATTTGCACG 52

Quadro 5.8: Iniciadores da segunda reagcdo MSP1.
Iniciadores - MSP1 — SEGUNDA REACAO

Nome Sequéncia 5'-3' Tm (°C)
N1 GCAGTATTGACAGGTTATGG 52
N2 GATTGAAAGGTATTTGAC 51

A primeira PCR do gene MSP1 teve seu mix preparado da seguinte maneira:

Quadro 5.9: Mix de reagentes da primeira PCR MSP1.

PCR NESTED MSP1 — PRIMEIRA REACAO

Reagente Concentragao/20ul  Volume (ul)

H20 13,5ul
Tampao 10x (Invitrogen®) 1x 2ul

MgCl, 50mM (Invitrogen®) 1,5mM 1,5ul
BSA 10ug/ml 0,2ul
dNTP mix 20uM 0,2uM 0,2ul
Iniciador O1 10uM 5pmol 0,2ul
Iniciador O2 10uM 5pmol 0,2ul
Tag (Invitrogen®) 5U/ul 1U 0,2ul
DNA 10-50ng 2ul

Todos os experimentos foram realizados em capelas exclusivas para o preparo

de PCR e todos os reagentes e as amostras de DNA foram mantidos no gelo durante a

preparacao dos experimentos.
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Quadro 5.10: Perfil térmico da primeira reacdo MSP1.
Perfil térmico - MSP1 — PRIMEIRA REACAO

Temperatura Tempo Ciclos
94°C 3min 1
94°C 25seg
50°C 35seg 30
68°C 2min30seg
72°C 3min 1

4°C o0

O segundo ciclo de amplificacéo foi realizado usando-se o mix de reacéo abaixo:

Quadro 5.11: Mix de reagentes da segunda PCR MSP1.

PCR NESTED MSP1 — SEGUNDA REACAO

Reagente Concentragéo/20ul Volume(ul)

H,O 13,5ul
Tampao 10x (Invitrogen®) 1x 2ul

MgCl, 50mM (Invitrogen®) 1,5mM 1,5ul
BSA 10mg/mi 0,2ul
dNTP mix 20uM 0,2uM 0,2ul
Iniciador N1 10uM 5pmol 0,2ul
Iniciador N2 10uM 5pmol 0,2ul
Tag (Invitrogen®)5U/ul 1U 0,2ul
DNA 10-50ng 2ul

Todos os experimentos foram realizados em capelas exclusivas para o preparo
de PCR e todos o0s reagentes, assim como 0 mix e as amostras de DNA foram

mantidos no gelo durante a preparacao dos experimentos.
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Quadro 5.12: Perfil térmico - MSP1 — SEGUNDA REACAO

Temperatura Tempo Ciclos
94°C 25seg
50°C 35seg 30
68°C 2min30seg
72°C 3min 1
4°C 00

Cinco microlitros de cada produto da segunda PCR foram visualizados em géis
de agarose 2% em tampado TBE 0,5x sob corrente de 90V. Os géis foram corados com
Brometo de Etidio por 5 minutos, descorados em agua por 20 minutos e visualizados
através de transiluminador UV. As imagens dos geéis foram obtidas através do

programa QuantityOne ®.

5.8) Analise estatistica

A informacéo coletada foi sistematizada em bancos de dados de estatistica em
EPIDATA e analisadas usando o programa EPIINFO (CDC-Atlanta, 2000), software de
uso livre, ou o programa Graphpad Prisma Software®. As variaveis categoéricas foram

analisadas usando os testes de Qui quadrado (#?) com correcdo de Yates para

proporcdes e em caso de valores esperados menores que cinco foi feito o teste exato
de Fisher. A magnitude das associa¢des foi estimada usando os valores de odds ratio e
o coeficiente das associacdes. Para variaveis continuas foram realizadas andlises de
distribuicdo de frequéncias, medidas de tendéncia central (médias e medianas),
medidas de dispersdo (variancia e desvio padrdo) e teste t de Student para
comparacao de medias. Para correlacdo de duas variaveis numéricas foi usado o teste
de Spearman. Em todos os casos foi considerado como estatisticamente significativo
um valor de p menor de 0,05.
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5.9) Aspectos éticos:

Esta pesquisa faz parte de um projeto maior, denominado Estudos da malaria
em areas de alta e baixa morbidade no médio e alto Rio Negro, Estado do Amazonas e
novas estratégias de controle. Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da
Fundagdo Oswaldo Cruz sob o numero 157/02. Antes de iniciar o recrutamento dos
individuos, estes foram devidamente informados sobre os objetivos do estudo, assim
como seus direitos como sujeitos de pesquisa. Somente ap0s esclarecé-los totalmente
e com a assinatura do TCLE foi iniciado o recrutamento dos individuos. Em caso de
criancas e adolescentes com menos de 18 anos, o consentimento foi solicitado aos

responsaveis, 0s quais assinaram o TCLE (Anexo 2).
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6) RESULTADOS

6.1) Aspectos demogréficos

No total, foram avaliados 79 individuos moradores do municipio de Barcelos.
Deles, 47 (59,49%) eram de sexo masculino e 32 (40,51%) do sexo feminino. A média
de idade foi de 21,55 +19,31 anos (IC95%: 17,20-25,91; mediana de 14,50 anos). A
crianga mais nova tinha um ano e o individuo com maior idade tinha 77 anos. Ao dividir
0s grupos por faixa etéria foi observado que 40 (50,62%) eram criancas com 15 anos
ou menos, sendo que 13 (16,45%) tinham cinco anos ou menos. Somente nove
(11,39%) individuos tinham mais de 50 anos (Tabela 6.1).

Tabela 6.1. Namero de individuos segundo faixa etéria.

Faixa etéria NUmero Percentual
< 5 anos 13 16,45
Entre 6 e 9 anos 15 18,98
Entre 10 e 15 anos 13 16,45
Entre 16 e 49 anos 29 36,71
= 50 anos 9 11,39
Total 79 100

Entre os homens, a média de idade foi de 20,39+18,60 anos (IC95%: 14,87-
25,91, mediana de 14 anos) e entre as mulheres, a média de idade foi de 23,22+20,48
anos (IC95%: 15,84-30,60, mediana de 17 anos). Nao foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas na média da idade quando comparados 0S Sexos

feminino e masculino (p=0,6694). (Figura 6.1).
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Figura 6.1: Média da idade dos individuos infectados pelo P. falciparum

segundo sexo.

Ao avaliar a escolaridade foi observado que todas as criangcas com idade entre
seis e nove anos, frequentavam a escola; nas pessoas entre 10 e 15 anos, 12 (92,31%)
estudavam, e apenas um (7,69%) ja possuia o ensino fundamental completo. Entre os
menores de cinco anos, seis (46,15%) frequentavam alguma creche.

Na populacdo adulta (entre 16 e 49 anos) apenas dois individuos (6,66%)
estudavam. Cinco pessoas (16,66%) possuiam o ensino médio completo, cinco
(16,66%) concluiram o ensino fundamental e 12 individuos (40,02%) possuiam o
ensino fundamental incompleto. N&o consta a escolaridade de seis pessoas (20,00%)
desta faixa etaria. Entre os individuos maiores de 50 anos, uma paciente tinha o ensino
meédio completo (11,11%); um estava alfabetizado (11,11%), um paciente era
analfabeto (11,11%). Os demais possuiam o ensino fundamental incompleto (66,67%).

N&o havia pessoas cursando ou que haviam concluido os ensinos técnico e/ou
superior em nenhuma faixa etaria. O nivel de escolaridade da populacdo estudada é

apresentado na tabela 6.2.
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Tabela 6.2. Classificacdo dos pacientes conforme nivel de escolaridade

Nivel de escolaridade Nimero de %
pessoas

Analfabetos/ndo estudam 8 10,12
Alfabetizados 1 1,26
Educacéao Infantil 11 13,92
Ensino Fundamental em curso 20 25,31
Ensino Fundamental incompleto 18 22,78
Ensino Fundamental completo 7 8,86
Ensino Médio em curso 1 1,26
Ensino Médio completo 6 7,59
N&o consta 7 8,86
TOTAL 79 100

Para avaliar a ocupacao dos individuos da populacédo estudada, foram adotados
critérios para insercédo das profissbes nos setores do mercado de trabalho segundo a
classificagdo usada pelo IBGE. No setor denominado “Trabalhadores agropecuarios,
florestais, caca e pesca” (CBO — GG6) foram inseridas as seguintes profissfes:
agricultor, piagabeiro, pescador, madeireiro e palmiteiro. No setor “Trabalhadores de
produgao de bens e servigos industriais” (CBO — GG7) foram inseridas as profissdes:
ajudante de pedreiro, artesdo e marceneiro. No setor “trabalhadores dos servigos”
(CBO — GG5) estao as ocupagdes: comerciante, turismo, barcos de viagem, barcos de
turismo, ajudante de comeércio, agougueiro e bilheteiro de parque de diversbes (IBGE,
2010b). Sao considerados “menores”, criangas de até cinco anos que ainda nao
frequentam creches ou escolas. A classificacdo e o numero de individuos encontrados

neste estudo estéo expostos na tabela 6.3.
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Tabela 6.3. Classificacdo dos individuos de acordo com a ocupacéao

Setores do mercado de

wrabalho Numero de pessoas %
Trabalhadores agropecuarios, 13 16,45
florestais, caca e pesca
Trabalhadores de producao 3 3,79
de bens e servicos
industriais
Trabalhadores dos servigos 6 7,59
Domeésticas 4 5,06
Estudantes 33 41,77
Aposentados 3 3,79
Funcionarios publicos 2 2,53
Menores 7 8,86
Desocupados 3 3,79
N&o consta 5 6,32
TOTAL 79 100

Foi investigado também o local de nascimento e o local de moradia atual. Os
individuos foram classificados de acordo com o local de nascimento da seguinte
maneira: individuos nascidos em municipios no Estado do Amazonas, nascidos em
outros Estados da Amazbnia Legal e nascidos em Estados extra-amazonicos,
conforme tabela 6.4. A maior parte dos individuos € natural do Estado do Amazonas
(72179, 91,14%).
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Tabela 6.4: Classificacdo dos individuos de acordo com o local de nascimento.

Local de nascimento NUumero de pessoas %

Estado do Amazonas

Barcelos 47 59,49
Santa Isabel do Rio Negro 11 13,92
Séo Gabriel da Cachoeira 4 5,06
Manaus 6 7,59
Labrea 1 1,26
Manicoré 1 1,26
Novo Airdo 2 2,53
Total estado do Amazonas 72 91,14
Outros estados Amazénia Legal 4 5,06
Estados extra-amazonicos 2 2,53
N&o consta 1 1,26
TOTAL 79 100

A maior parte dos individuos havia nascido no municipio de Barcelos (47
pessoas, 59,49%) ou Santa Isabel do Rio Negro (11 pessoas, 13,92%). Os pacientes
de outros estados da Amazonia Legal eram provenientes dos Estados de Roraima (2),
Para (1) e Maranhdo (1) e as pessoas que nasceram nos estados extra-amazo6nicos
eram provenientes de Minas Gerais (1) e Parana (1).

A tabela 6.5 mostra o local de nascimento dos individuos nascidos em Barcelos,

sendo que 23 pessoas (48,93%) nasceram na sede do municipio.
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Tabela 6.5: Classificacdo dos individuos nascidos em diferentes localidades de

Barcelos.

Localidade Numero de pessoas %

Centro 23 48,93
Pedro Il 2 4,25
Caburiz 1 2,12
Samauma 1 2,12
Acuquaia 5 10,63
Ararao 1 2,12
Oculo 1 2,12
Mamuari 1 2,12
Floresta | 1 2,12
Jacitara 1 2,12
Jauari 1 2,12
Jurubaxi 1 2,12
Acu- Acu 1 2,12
Bacucuara 1 2,12
S. Sebastido 1 2,12
Mariua 2 4,25
Maita 1 2,12
Marara 1 2,12
S. Inés 1 2,12
TOTAL 47 100

Sobre a localidade da residéncia no momento do estudo pode ser observado que
a maior parte dos individuos morava na area urbana do municipio (69/79, 88,21%).
(Tabela 6.6).
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Tabela 6.6. Classificacdo dos pacientes de acordo com o local de residéncia.

Local de residéncia Numero de %
pessoas

Area urbana

S&o Sebastido 19 24,05

Nazaré 5 6,32

Aparecida 9 11,39

Séo Francisco 4 5,06

Bairro da Paz 3 3,79

S&o Lazaro 6 7,59

Mariua 23 29,11
Total area urbana 69 88,21

Arearural

Marara 1 1,26

Padauiri 6 7,59

Total area rural 7 8,86

Outros

Mora no barco (viajante) 1 1,26

N&o consta 2 2,53

TOTAL 79 100,0

6.2) Antecedentes de maléria

Dos 79 individuos estudados, 76 (96,20%) tiveram malaria previamente, um
paciente era primo-infectado (1,26%) e nao foram encontradas informagdes sobre
malaria prévia em dois individuos (2,53%).

Entre os individuos com histéria de malaria prévia, a média de episddios
anteriores de malaria foi de 5,84+6,5 (IC95%: 4,4-7,3, mediana de cinco episédios); o
numero minimo de infec¢gBes anteriores foi de um, e maximo de aproximadamente 50

vezes.

43



No total, 45 (95,74%) homens reportaram malaria previamente ao estudo. A
média de episddios anteriores foi de 5,6+7,4 (IC95%: 3,3-7,8, mediana de quatro
episédios), sendo que um individuo assegurou nao ter tido episoédios prévios. Entre as
mulheres, 31 (91,17%) tiveram maldria antes do estudo sendo que a média de
episodios prévios foi de 6,35 (1IC95%: 4,4-8,1, mediana de cinco episddios). Ndo foram
encontradas diferencas significativas na média de episédios prévios segundo o género
(p=0,6466). Figura 6.2.
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Figura 6.2: Média de episodios prévios de malaria em todos os individuos

estudados segundo o género.
Ao se relacionar a idade com o numero de maléarias prévias nao foi observada

nenhuma correlacéo estatistica (r Spearman: -0,046 1C95%: -0,27-0,18, p=0,6900).
(Figura 6.3).
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Figura 6.3: Numero de episodios prévios x idade dos individuos.

6.3) Status clinico

Dos 79 individuos estudados, 27 (34,17%) tinham infeccdo plasmodial
assintomatica e 52 (65,83%) apresentaram quadro de maléaria clinica. Entre os
assintomaticos, seis pessoas (22,22%) eram portadores de infeccdo mista por P.
falciparum e P. vivax. Dos 52 individuos sintomaticos, 48 (92,31%) tinham
monoinfeccgédo pelo P. falciparum e 4 (7,69%) tinham infec¢gdo mista (P. falciparum e P.

vivax). A tabela 6.7 mostra as principais informacdes desses dois grupos:
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Tabela 6.7: Distribuicdo dos individuos assintomaticos e com maléria,
comparando-os segundo numero total, sexo, idade e numero de episoédios

prévios da doenca.

Assintomaticos Malaria

Numero Percentual Numero Percentual p-valor

27 34,17 52 65,83%
Sexo (%)
Masculino 13 48,15 34 65,38 0,2463
Feminino 14 51,85 18 34,61 0,3409
Idade (média/DP) M=16,85 DP=14,70 M=24,13 DP=20,87 0,1843
Episddios prévios M=8,48 DP=9,81 M=4,15 DP=2,83 0,0996
(média/dp)

Nota: DP= desvio padrédo; M=Média

N&o foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre o género,
média da idade e o numero de episddios prévios da doenca entre os individuos com
maléria e os infectados assintomaticos.

A figura 6.4 mostra que ndo houve correlacdo entre o nimero de episédios
prévios da doenca e a idade nos 52 pacientes com maléria clinica (r de Spearman:
0,00005, 1C95%: -0,28-0,28, p=0,9972).
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Figura 6.4: Numero de episddios prévios x idade em portadores de malaria

clinica.

Entre os individuos assintomaticos também nao foram encontradas correlacdes
na idade e o numero de episddios prévios (r de Spearman: 0,1701, IC95%: -0,2358-
0,5254, p=0,3964). (Figura 6.5).
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Figura 6.5: NUmero de episodios prévios de maléaria x idade entre os individuos

com infecgdo assintomatica.
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6.4) Genotipagem do gene MSP1

6.4.1) Andlise da diversidade genética

Os genotipos foram analisados de acordo com o tamanho das bandas dos
produtos amplificados visualizados em gel de agarose. Foram encontradas bandas
entre 400 e 700 pares de bases. Cada banda equivale a um gendtipo diferente. Varios
individuos apresentaram mais de um gendétipo para o gene MSP1.

Na Figura 6.6 observam-se os tamanhos dos fragmentos amplificados dos 79

individuos. A tabela 6.8 mostra os resultados de diversidade genética para cada

individuo.
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Figura 6.6a: Padrdo de bandas referentes aos genétipos de MSP1 identificados
nas amostras de individuos infectados com P. falciparum visualizados em gel de

agarose 2%. Nas extremidades, observa-se o marcador de peso molecular de

100pb (Invitrogen®).

SS037.10
214

48

212
209
208
206
205
203
202
201

211



M021.02/02

SS014.02
SF100.05
SF101.01
SF104.01
SF106.03
SF106.04
SF113.01
SF118.01
SF121.01
SF131.01
SS002.01
SS008.01
SS010.01
SS012.07

o
.
N
~
~—
LL
wn

SS012.01
SF100.03
SF100.04

600 pb
a00bh Y —— {5 [ -
400 pb u-~- e £3---- R — -
300 pb

Figura 6.6b: Padrdo de bandas referentes aos gendétipos de MSP1 identificados
nas amostras de individuos infectados com P. falciparum visualizados em gel de
agarose 2%. Nas extremidades, observa-se o marcador de peso molecular de
100pb (Invitrogen®). (continuacéao)
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Figura 6.6c: Padrdo de bandas referentes aos genétipos de MSP1 identificados
nas amostras de individuos infectados com P. falciparum visualizados em gel de
agarose 2%. Nas extremidades, observa-se o marcador de peso molecular de

100pb (Invitrogen®).(continuacao)
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Figura 6.6d: Padrdo de bandas referentes aos genoétipos de MSP1 identificados
nas amostras de individuos infectados com P. falciparum visualizados em gel de
agarose 2%. Nas extremidades, observa-se o marcador de peso molecular de
100pb (Invitrogen®). (continuacéao)
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Tabela 6.8: Distribuicao dos genétipos identificados em cada individuo.

Cdodigo do
individuo

SF111.01
SS014.02
SS015.08
SS016.03
SS018.03
SS022.01
SS028.02
SS030.05
SS036.01
SS037.10
M016.04/01
M016.05/01
M018.01/01
M019.01/01
M021.01/01
M021.02/02
201
202
203
205
206
208
209
211
212
214
215
217
218
222
223
227
SF100.03
SF100.04
SF100.05
SF101.01
SF104.01
SF106.03
SF106.04

Status
clinico*

D JEIEdD 2 2 Y- IE I GEYEGEEGEEEGEYEGEE DD 24D 0 9P b JEdD JEGEGD b I b IS

Tamanho das bandas visualizadas em gel agarose

400 470 480 490 500 520 580 600 650 700

X X X

X X X

X
X

X X X X X X

X X

Ul X X X X

X

X

X X X

X X X

Total
Gendbtipos
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SF112.01
SF112.10
SF113.01
SF118.01
SF121.01
SF131.01
SS002.01
SS008.01
SS010.01
SS012.01
SS012.07
SS013.01
SS014.01
SS014.04
SS014.06
SS015.10
SS016.01
SS018.01
SS018.02
SS021.02
SS026.01
SS030.01
SS031.01
SS031.04
SS031.06
SS032.02
SS032.05
SS033.01
SS034.01
SS035.01
SS036.02
SS036.03
SS039.01
SS039.05
SS040.01
SS040.03
SS041.02
SS043.01
SS045.01
SS050.01 X

X X X
X X X X

X
X X

X X X X X X

X X X
X X X X X X
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X X X X X X

pa
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Total 2 25 28 9 36 10 1 6 1 11 129

*M: Malaria; A: Portador assintomatico.
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No total foram encontrados 10 gendtipos diferentes (10 bandas de diferentes
tamanhos), sendo que 36 individuos (45,57%) possuiam um genoétipo referente a
banda de 500 pb, 28 (35,44%) portavam um genotipo referente & banda de 480 pb e
25 (31,65%) tinham um gendtipo referente a banda de 470 pb. (Tabela 6.9).

Tabela 6.9: Diversidade da infeccao por diferentes genotipos encontrados nos

individuos infectados por P. falciparum no municipio de Barcelos, Amazonas.

Gendtipo Tamanho da banda Numero de Porcentagem
(pb) individuos (n=79)
1 400 2 2,53
2 470 25 31,65
3 480 28 35,44
4 490 9 11,39
5 500 36 45,57
6 520 10 12,66
7 580 1 1,27
8 600 6 7,59
9 650 1 1,27
10 700 11 13,92

A tabela 6.10 mostra a distribuicdo dos genoétipos de acordo com o género. Os
genotipos 2 (470 pb) e 5(500pb) foram os mais frequentes entre as mulheres e o0s
genotipos 3 (480pb) e 5 (500 pb) foram os mais frequentes entre os homens. Foi
encontrada uma diferenca significativa ao se comparar os percentuais de homens e

mulheres portadores do genétipo 3 (480 pb, p=0,0375).
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Tabela 6.10. Diversidade de gendtipos de acordo com o0 género:. numeros e

percentuais de homens e mulheres portadores dos diversos genoétipos de acordo

com o tamanho das bandas.

Feminino Masculino
Tamanho (n=32) (n=47) Total

Genétipo da banda N % n % N %  p-valor
1 400 2 6,25 0 0 2 2,53 -
2 470 14 43,75 11 23,4 25 31,64 0,0562
3 480 7 21,67 21 44,68 28 35,44 0,0375
4 490 4 12,5 5 10,63 9 11,39 0,9163
5 500 14 43,75 22 46,8 36 45,57 0,7887
6 520 2 6,25 8 17,02 10 12,66 0,2851
7 580 1 3,12 0 0 1 1,26 -
8 600 1 3,12 5 10,63 6 7,59 0,4208
9 650 1 3,12 0 0 1 1,26 -
10 700 4 12,5 7 14,89 11 13,92 -
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Também foi analisada a distribuicdo dos genoétipos de acordo com a faixa etaria

da populacéo de estudo, como mostra a tabela 6.11.

Tabela 6.11: Diversidade da infeccdo de acordo com a idade: numeros e

percentuais de individuos portando diferentes numeros de gendétipos.

<5 6-9 1015 1849  >-50
ldade (n=13) (n=14) (n=13) (n=30) (n=9) Total

Genétipo Banda n % n % n % n % n % n % v:Ior
1 400 1 769 O 0 0 0 1 333 0 0 2 252 -
2 470 2 15,38 3 21,42 5 38,46 13 43,33 2 22,22 25 31,6 0,3075
3 480 7 53,84 6 42,85 3 23,07 8 26,66 4 44,44 28 354 0,3475
4 490 7 53,84 2 14,28 O 0 0 0 0 0 9 114 -
5 500 5 38,46 6 42,85 7 53,84 12 40,00 6 66,66 36 45,6 0,6170
6 520 2 15,38 2 1428 O 0 5 16,66 1 11,11 10 12,7 0,6517
7 580 1 7,69 O 0 0 0 0 0 0 0 1 1,26 -
8 600 5 3846 1 7,14 O 0 0 0 0 0 6 7,59 -
9 650 O 0 0 0 1 769 O 0 0 0 1 1,26 -
10 700 O 0 1 714 5 3846 4 13,33 1 11,11 11 13,9 0,0553

Total 30 23 21 42 14 129 100
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Na tabela 6.12 foi verificada a diversidade de gendtipos de acordo com o
desfecho clinico. No total, 29,62% dos individuos assintométicos e 53,85% dos
pacientes com maléaria clinica estavam infectados com o genétipo 5 (500 pb). Essa
diferenca foi estatisticamente significativa (p=0,0403). Da mesma forma, o genoétipo 6
(520 pb) nado foi encontrado em nenhum individuo assintomatico, enquanto que 19,23%
dos pacientes com malaria clinica estavam infectados com esse genotipo. Essa

diferenca também foi estatisticamente significativa (p=0,0373).

Tabela 6.12: Diversidade de gendtipos de acordo com o desfecho clinico.

Tamanho Assintomaticos Malaria Total
Genotipo da banda n (27) % n(52) % N % p-valor
1 400 1 3,7 1 1,92 2 253 -
2 470 9 33,33 16 30,77 25 31,64 0,8162
3 480 8 29,62 20 38,46 28 35,44 0,4363
4 490 5 18,51 4 769 9 11,39 0,2876
5 500 8 29,62 28 53,85 36 45,57 0,0403
6 520 0 0 10 19,23 10 12,66 0,0373
7 580 0 0 1 192 1 1,26 -
8 600 0 0 6 115 6 7,59 0,165
9 650 0 0 1 192 1 1,26 -
10 700 4 14,81 7 13,46 11 13,92 0,8588
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Na tabela 6.13 observa-se que nas localidades do rio Padauiri, 100% dos
individuos foram portadores do genoétipo 3 (480 bp); da mesma forma na localidade
Sao Francisco, na area urbana do municipio 100% dos individuos portaram o genotipo
5 (500 bp).
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Tabela 6.13: Diversidade genotipica conforme o local de moradia: Frequéncias individuais dos gendtipos/

bairro.
Localidade
_ Tamanho
Genotipo 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 pvalor
da banda
N % n % n %9 n % n % n %9 n %9 n % n % n % n %
1 400 O 0O 133330 0 O O O OOWO0OWUO0ODDO0ODUO0OTDO0 1 526 0 0 O -
2 470 5556 1 33,33 1100 6 26,09 3 60 0 0O 1 25 2 33,33 5 3630 1 50 0,2129
3 480 4444 2 66,7 0 0 7 304 O 6 100 1 25 2 3333 6 316 0 0 0,00262
4 490 O 0 0O 0 O 0 417390 O 0 1 25 23333 2 1050 0 -
5 500 666,77 0 0O O O 8 348 2 40 0 0O 4100 3 50 115791 100 1 50 0,0255
6 520 4444 0 0O O O 1 44 2 40 0 0 O 0O O 3 1580 0 O -
7 580 O 0O O 0O 00O O O 121000 0 O 0O O O O O 0O O -
8 600 111,171 0 O O O 1 435 1 20 0 O O 1 16,7 2 1050 0 O -
9 650 O 0O O 0O OO O O OO0 O0wO0@WDO 1 167 0 O O O O -
10 700 O 0O O 0O 00O 3 13 0 O O 0O 2501 167 3 16 0 0 2 100 -

Nota: localidade: 1- Aparecida; 2- Bairro da Paz; 3- Mararg; 4- Mariua; 5- Nazaré; 6- Padauiri; 7- Sdo Francisco; 8- Sao

Lazaro; 9- Sao Sebastido; 10- Mora no barco; 11- Nao consta
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Na tabela 6.14 foi feita uma analise da distribuicio dos gendtipos
circulantes nas areas rural ou urbana do municipio de Barcelos. Na area rural
75% dos individuos apresentaram o genoétipo de namero 3 (480 pb). Quando
comparamos a porcentagem dos portadores do genétipo 3 da area rural e
urbana (31%), foram encontradas diferencas estatisticamente significativas
(p=0,0377). O gendtipo numero 5 (500 pb) foi o mais frequente na area urbana
, mas nao foram encontradas diferencas significativas quando comparados com

os individuos da area rural que portavam esse genotipo.

Tabela 6.14: Distribuicdo dos genétipos de MSP1 de Plasmodium

falciparum circulantes nas areas rural e urbana no municipio de Barcelos,

Amazonas.
Tamanho Rural Urbano Total

Genotipo dabanda n(8) % n(71) % n %  p-valor
1 400 0 0 2 2,81 2 253 -
2 470 1 12,5 24 33,8 25 31,64 0,4081
3 480 6 75 22 31 28 35,44 10,0377
4 490 0 0 9 12,67 9 11,39 -
5 500 1 12,5 35 49,29 36 45,57 0,1081
6 520 0 0 10 14,08 10 12,66 0,5652
7 580 0 0 1 14 1 1,26 -
8 600 0 0 6 8,45 6 7,59 -
9 650 0 0 14 1 1,26 -
10 700 0 0 11 15,49 11 13,92 0,5083
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A distribuicdo dos gendtipos conforme a estratificacdo epidemiol6gica de
risco foi verificada comparando-se areas de alta e média incidéncia de malaria.
O gendtipo 5 (500 pb) foi o mais frequente tanto nas areas de alto como nas de
médio risco de transmissdo. Nao foram encontradas diferencas significativas ao

comparar esses percentuais nas duas areas (Tabela 6.15).

Tabela 6.15: Distribuicdo de gendtipos circulantes em é&reas de alto e

médio risco de transmissdo de malaria no municipio de Barcelos,

Amazonas.
Alta Média
incidéncia incidéncia
Tamanho (n=61) (n=18) Total

Genétipo dabanda N % N % N % p-valor
1 400 1 1,64 1 5,55 2 2,53 -
2 470 17 27,87 8 4444 25 31,64 0,1839
3 480 21 34,43 7 38,88 28 3544 0,7279
4 490 8 13,11 1 5,55 9 11,39 0,642
5 500 25 40,98 11 61,11 36 45,57 0,1318
6 520 6 9,83 4 22,22 10 12,66 0,3244
7 580 1 1,64 0 0 1 1,26 -
8 600 5 8,19 1 5,55 6 7,59 0,8929
9 650 1 1,64 0 0 1 1,26 -
10 700 9 14,75 2 11,11 11 13,92 0,996

6.4.2) Multiplicidade da infecgao

No total, 45 individuos (56,96%) apresentam apenas um gendtipo, 21
individuos (26,58%) dois genotipos, 10 individuos (12,65%) apresentaram trés
gendtipos e trés individuos (3,79%) tiveram quatro gendétipos. A variabilidade
dos gendtipos variou de acordo com o desfecho clinico da maléaria. Dentre os
pacientes com malaria clinica, 26 (50%) apresentaram um genotipo; 13 (25%)
dois gendtipos, 10 (19,23%) trés genadtipos e outras trés (5,77%) possuiam

guatro genotipos. Nos individuos com infeccdo assintomatica, 19 (70,37%)
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possuiam um gendtipo e 8 (29,63%) tinham dois gendtipos do parasito. Nao
foram encontrados individuos assintomaticos com mais de dois genotipos
simultaneamente. Em média, os individuos assintométicos portavam 1,3
genotipos diferentes e os com maléria clinica apresentaram 1,8 gendtipos
diferentes. Foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre o
percentual de pacientes com malaria que apresentaram mais de dois genotipos
(13/52, 25%) e os individuos assintomaticos que s6 foram encontrados

infectados com dois gen6tipos no maximo (p=0,01, teste corrigido de Yates).
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Figura 6.7: Namero total de individuos de acordo com a multiplicidade da

infeccdo e desfecho clinico.
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Figura 6.8. Percentual de individuos de acordo com a multiplicidade da

infeccdo e desfecho clinico.

As analises da multiplicidade da infeccdo foram feitas de acordo com a
faixa etaria, género, historia pregressa de malaria e local de moradia dos
individuos. De
acordo com a faixa etaria, foi observado que os individuos mais jovens
estavam infectados com maior nimero de genétipos que os mais velhos (=50

anos) (tabela 6.16).

Tabela 6.16: Multiplicidade da infeccdo: niumero de gendétipos de acordo

com a faixa etaria

1 2 3 4
genodtipo genotipos genotipos genoétipos p-valor
Faixa etaria N % N % N % N %
<5 anos (n=13) 8 6164 4 30,77 1 769 O 0 0,0017

Entre 6 e 9 anos (n=15) 11 7333 2 1333 1 6,66 1 6,66 0,0000

Entre 10e 15anos (n=13) 5 38,46 6 46,15 1 7,69 1 7,69 0,1143

Entre 16 e 49 anos (n=29) 16 55,17 6 2069 6 2069 1 3,45 0,007

2 50 anos (n=9) 5 5555 3 3333 1 11,11 O 0 0,01

Total 45 56,96 21 26,58 10 1265 3 3,79 0,0057
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Foi observado que a maioria dos individuos tanto do sexo feminino
guanto do sexo masculino possuia apenas um genétipo. Ndo houve diferenca
significativa quando foi feita a comparacdo do numero de gendtipos entre

homens e mulheres, como apresenta a tabela 6.17.

Tabela 6.17: Distribuicdo da multiplicidade da infec¢cdo de acordo com o

género no municipio de Barcelos, Amazonas.

1genétipo 2 gendtipos 3 gendtipos 4 gendtipos

Sexo N % N % N % N %
Feminino

(n=32) 20 625 8 25 3 937 1 3,12
Masculino

(n=47) 25 53,19 13 27,66 7 1489 2 4,25
Total 45 21 10 3

p valor 0,412 0,7927 0,7042 0,7327
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De acordo com os antecedentes de infeccdo malarica pregressa, foi

observado que a maior parte dos individuos apresentou com maior frequéncia

s6 um genotipo de P. falciparum independentemente do nimero de malaria

prévias, como mostra a tabela 6.18.

Tabela 6.18: Multiplicidade da infeccdo de acordo com a histéria

pregressa de maléria nos individuos de Barcelos, Amazonas.

N° de malarias Gendtipo 1 Gendtipo 2 Gendtipo 3  Gendtipo 4 Total o valor
prévias N % N % N % N % N %
0 1 100 0 0 0 0 0 0 1 1,26 0,0000
1 7 50 4 28,6 1 7,14 2 14,28 14 17,72 0,0405
2 6 66,66 2 22,2 1 1111 O 0 9 11,39 0,0001
3-5 14 56 5 20 5 20 1 4 25 31,65 0,0181
5-10 13 56,52 7 30,4 3 13,04 0 0 23 29,11 0,009
>10 3 50 3 50 0 0 0 0 6 7,59 0,014
nao consta 1 100 0 0 0 0 0 0 1 1,26 0,000
Total 45 56,96 21 26,58 10 1265 3 3,79 79 100
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Na andlise da multiplicidade da infeccdo de acordo com o local de

moradia ndo foram encontradas diferencas significativas no numero de

gendtipos portados simultaneamente pelos individuos e o local de residéncia

como pode ser observado na tabela 6.19.

Tabela 6.19: Percentual e nUmeros de gendtipos de acordo com o local de

moradia

1 2 3 4

gendtipo gendtipos gendtipos gendtipos
Local de
moradia N % N % N % N %
Aparecida 3 3333 2 2222 3 3333 1 11,11
BaimrodaPaz 2 66,66 1 33,33 0 0 0 0
Marara 1 100 O 0 0 0 0 0
Mariua 17 7391 5 21,74 1 434 O 0
Nazaré 3 60 O 0 2 40 O 0
Padauiri 6 100 O 0 0 0 0 0
Séo Francisco O O 3 7% 1 25 O 0
Séo Lazaro 2 33333 50 O 0 1 16,66
S&o Sebastiao 10 52,63 5 26,32 3 15,79 1 5,26
Moranobarco 1 100 O 0 0 0 0 0
N&o consta 0 0O 2 100 O 0 0 0
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7) DISCUSSAO

7.1) Diversidade genética do parasito

A historia natural da transmissdo da maléria estd melhor conhecida em
areas hiperendémicas com predominio de infec¢des por P. falciparum. Nesses
locais, a imunidade clinica adquirida é geralmente observada entre individuos
adultos, mas raramente entre criancas e jovens (Amodu et al.,2005). Deve-se
considerar que em locais de transmissédo elevada e estavel, o fluxo intenso e a
rapida circulacdo de parasitos geneticamente distintos sdo fatores que
interferem na aquisicdo da imunidade (Daubersies et al., 1994; 1996). Porém,
em locais com instabilidade de transmissdo, a baixa prevaléncia da doenca
parece ser um fator limitante para o desenvolvimento de imunidade (Vinetz et
al., 2002). Entretanto, a ocorréncia de casos de infec¢des assintomaticas entre
individuos residentes em areas endémicas brasileiras tem sido descrita
(Fontes, 2001; Alves et al 2002, Scopel et al., 2004; Coura et al., 2006, Suarez-
Mutis et al 2007b).

Tendo em vista o perfil epidemiolégico da malaria no Brasil e sabendo-
se que o conhecimento da diversidade genética de populacdes de plasmaddios
tende a influenciar nos mecanismos de resposta imune do hospedeiro, uma
hipétese provavel para o desenvolvimento de imunidade em regides de baixa
transmissdo seria a restrita variabilidade e/ou estabilidade no repertério de
variantes genéticas em populacées locais de parasitos (Scopel, 2007).

Ao contrario de outros protozoarios e agentes patogénicos procaroticos,
o P.falciparumndo possui uma estrutura genética populacional "clonal”
(Tibayrenk et al., 1990, Smith et al., 1993). A fecundacdo cruzada entre
gametas de parasitos portadores de diferentes genétipos pode acontecer no
intestino do vetor apenas quando ha mais de um genotipo no sangue do qual o
anofelino se alimentou. Além disso, a auto-fecundacéo entre gametas também
pode ocorrer quando o sangue humano do qual o mosquito se alimentou conter
apenas um genotipo do parasito (Conway et al., 1999). As recombinacdes
genéticas sao responsaveis pela maior variacdo observada em antigenos do
Plasmodium, uma vez que ela ocorre mais frequentemente que a mutacao

(Conway et al.,, 1999).A prevaléncia de epitopos dimorficos de MSP1 foi
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previamente relatada por Conway et al. (1999) na Africa Ocidental (Gambia e
Nigéria) e no estado de Ronddnia ha Amazoénia Brasileira (Conway et al, 1991).

A diversidade genética entre as populacdes deP.falciparum €& um
importante indicador da intensidade de transmissdo da malaria. Uma area
altamente endémica é caracterizada por uma grande diversidade genética do
parasito, com a presenca de individuos infectados por varios genotipos
(Babiker et al., 1995; Paul et al., 1998; Mayengue et al., 2011).

Em éareas de alta transmissdo na India, foi observado que em P.
falciparum isolados de individuos de diversas faixas etérias, ocorreu um
aumento da diversidade genética nas diferentes familias de MSP1 num
intervalo de quatro anos (Joshi, 2003; Bharti et al., 2012)

A populagdo de parasitos em uma area de baixa transmissdo, como o
municipio de Barcelos, apresenta uma diversidade genética limitada e a
maioria das infeccbes € por um Unico gendtipo. Laserson et al., (1999) através
da genotipagem de MSP1 de P. falciparum, encontraram apenas um genotipo
(580 pb) em isolados provenientes de individuos assintomaticos, individuos
com maléria ndo-complicada e de 3 pacientes com malaria grave em
comunidades Yanomami na Venezuela, area relativamente préxima do local do
presente estudo. Estudos recentes verificaram a prevaléncia de 66,2% de
infeccdes por um Unico gendtipo em individuos da Malésia, uma area de baixa
transmissdo de malaria (Atroosh et al., 2011). Em amostras de pacientes na
Colémbia, outra area de baixa transmisséo, foi encontrado apenas um genétipo
por amostra utilizando a MSP1 como marcador (Jimenez et al., 2010).

Neste trabalho foram encontrados dez gendétipos diferentes para um
Unico marcador molecular o que é um nuamero considerado alto para areas
hipoendémicas (Farnet et al., 2001). Os gendétipos mais frequentes foram os de
500 pb (45,57%), 480 pb (35,44%), 470 pb (31,65%), 700 pb (13,92%), 520 pb
(12,66%) e 490 pb (11, 39%), conforme a Tabela 6.9. Segundo Laserson et al.,
(1999), o gendtipo com uma banda de 580pb, frequentemente encontrado nas
comunidades Yanomami da Venezuela, foi identificado em apenas um isolado
neste estudo, ndo tendo frequéncia significativa (1,27%). Resultados
semelhantes foram encontrados por Hoffmann et al., (2003) que identificaram
10 gendtipos distintos no Estado de Rondbénia, e 17 gendtipos no Vietnd,

utilizando marcadores microssatélites.
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Estudos realizados em cinco paises africanos (Burkina Faso, Malawi,
Sdo Tomé e Principe, Tanzania e Uganda) observaram uma grande
diversidade de genotipos no Iocus MSP1 de P. falciparum, sendo identificados
oito alelos para as familias K1 e MAD20 e um alelo para RO33. (Mwingira et
al., 2011).

No municipio de Barcelos, foi observado que, existe uma maior da
diversidade genética de P. falciparum nos portadores de maléria clinica quando
comparados aos portadores assintomaticos, sendo essas diferencas
estatisticamente significativas (comparagédo entre os portadores dos genétipos
5 (500 pb) e 6 (520 pb), conforme Tabela 6.12. Os resultados encontrados
neste estudo corroboram os estudos de Zwetyenga et al.,, (1998) que
verificaram que individuos senegaleses com infeccdo assintomatica possuiam
menor nimero de gendtipos quando comparados aos individuos com maléaria
clinica.

Esses resultados corroboram com a hipétese de que a reduzida
proporcdo de alelos por individuo pode contribuir para o desenvolvimento de
iImunidade em regifes de baixa transmisséo por limitarem a geracao de novas
variantes antigénicas. Contudo, outros estudos tornam-se necessarios, ja que
uma maior frequéncia de alelos geneticamente distintos tem sido descrita em

individuos assintomaticos em outras regides (Yuan et al., 2012).

7.2) Multiplicidade da infecc¢ao

A maioria dos individuos (56,96%) estudados no municipio de Barcelos
estava infectada apenas com um gendétipo do parasito, sendo que quatro foi o
maximo de gendtipos encontrados num mesmo individuo. Essa multiplicidade
de infeccdo encontrada € semelhante aos resultados descritos por Ghanchi et
al., (2010), estudando individuos paquistaneses, onde foi observado individuos
infectados com até trés gendtipos de MSP1 em uma é&rea de baixa
transmissdo. Dos individuos estudados, 74% tinham malaria e 75,76%
portavam apenas um genotipo, resultado que difere do encontrado em Barcelos
(56,96% dos individuos apresentavam um genatipo). No estudo do Ghanchi et
al foram encontrados 25 genotipos, sendo que a média do numero de
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genotipos presentes em criancas menores de 10 anos foi maior quando
comparados a individuos de maior idade (1,25 em menores de trés anos, 1,31
em individuos entre trés e cinco anos e 1,26 na faixa etaria entre seis e 10
anos; enguanto que isolados de individuos entre 11 e 15 anos tiveram
multiplicidade média de 1,13; entre 16 e 30 anos de 1,2 e maiores de 30 anos
de 1,19)(Ghanchi et al., 2010). Segundo esses autores, a baixa multiplicidade
de infeccdo deve-se a baixa transmissdo de P. falciparum, ja que muitos
pacientes foram tratados tendo uma diminuicdo da densidade parasitéria,
assim como as limitaces das técnicas de PCR em detectar alelos minoritarios,
sendo considerado este Udltimo um importante fator para subestimar a real
multiplicidade de infec¢éo encontrada na regiéo.

Zakeri et al., (2005), investigaram a diversidade de plasmodios em uma
regido no Ird com alta taxa de migracdo e baixa transmissdo de malaria, e
verificaram que 87% dos individuos com malaria clinica portavam mais de um
genotipo. De acordo com o0s autores, nessa regido ha 272 alelos distintos do
gene MSP1 em circulacdo e a média da multiplicidade da infeccdo é de 2,51.
Estes dados discordam dos resultados encontrados nos individuos de
Barcelos, em que foram encontrados dez genoétipos distintos e a média da
multiplicidade da infeccdo foi de 1,63. Os autores sugerem que a area
estudada ao sul do Ird estaria com aumento do nivel transmissdo, devido as
imigragfes de individuos provenientes de paises vizinhos e da resisténcia dos
parasitos aos antimalaricos. Em estudo realizado entre os indios Yanomami na
Venezuela (area relativamente proxima a estudada neste trabalho), verificou-se
apenas um alelo por individuo (Laserson et al., 1999), enquanto em Barcelos,
identificamos entre um e quatro alelos por individuo.

Um estudo realizado em uma é&rea de baixa transmissdo na Malasia
identificou que um terco dos individuos com malaria, sdo portadores de
infeccdo por mais de um gendtipo de P. falciparum e dois tercos dos individuos
estdo infectados por um uUnico gendtipo (Atroosh et al. 2011). A média da
multiplicidade de infecg&o foi de 1,37. Neste trabalho, a diversidade da infecgao
€ diferente da encontrada em Barcelos, (10 gendétipos), porém a multiplicidade
da infeccéo € proxima, corroborando os resultados do presente estudo, em que

56,96% dos individuos séo portadores de um unico genaotipo do parasito.

69



Al-Yaman et al., (1997), observaram que multiplas infec¢des diminuem o
risco de se desenvolver sucessivas malarias em criancas em area de alto risco
de transmissdo na Papua Nova Guiné. De acordo com esses autores, 0
namero de gendtipos tende a aumentar conforme a idade do individuo. De
acordo com nossos resultados, a maioria dos individuos com menos de 10
anos, é portadora de infeccdo por um anico gendtipo do parasito, discordando
dos resultados encontrados por Al-Yaman et al.(1997). Entretanto, os
individuos com quatro genétipos tém entre seis e 49 anos (vide Tabela 6.15). O
namero de pessoas portadoras de quatro gendétipos simultaneamente € muito
baixo e qualquer inferéncia pode ser devida a epidemiologia de pequenos
nameros.

Um estudo feito por Amodu et al., (2005) constatou que em individuos
assintométicos, a multiplicidade da infecgdo aumentava de acordo com a idade
e, em pacientes com maléaria clinica, a multiplicidade da infeccdo diminuia
conforme a idade. Nossos dados mostraram que, entre os individuos
assintoméaticos, 19 (70,37%) apresentaram apenas um genoétipo, e oito
apresentaram dois genoétipos, sendo que a média de idade entre o0s
assintomaticos foi de 16,85 anos (DP=14,7) como mostra a Tabela 6.7. Entre
0s pacientes com malaria clinica, 50% apresentaram apenas um genotipo do
parasito, 25%, dois genoétipos e 25% apresentaram trés ou quatro genotipos,
sendo que a média de idade entre os pacientes com malaria foi de 24,13 anos
(DP=20,87). Os dados apresentados por Amodu et al. 2005 diferem dos
resultados encontrados neste trabalho, destacando-se o fato que o estudo de
revisdo foi realizado em areas hiperendémicas com transmissdo perene. A
transmissdo de malaria no municipio de Barcelos € sazonal e de baixa
endemicidade, onde os individuos residentes desenvolvem imunidade de forma
distinta dos individuos residentes em areas de alta transmisséo. Essa diferenca
epidemioldgica poderia estar influenciando nas relacbes entre a multiplicidade
da infeccdo e a idade dos individuos nas areas com niveis de transmissao
distintas.

Na Amazonia Peruana, numa area de baixa transmisséo, foi feito um
estudo envolvendo individuos apresentando diversos desfechos clinicos da
malaria (malaria grave, ndo complicada e infeccdo assintomatica). Foram

sequenciados sete diferentes alelos das familias K1 e MAD20, entretanto, ndo
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foi encontrada correlacéo entre o desfecho clinico dos individuos com os alelos
encontrados (Chen et al., 2008).

Em areas holoendémicas de Gana, foi reportado que criancas
portadoras de infec¢cbes multiplas possuiam maiores chances de contrair
malaria clinica e individuos com malaria clinica possuiam mais genétipos que
os individuos assintomaticos (Ofosu-Okyere, 2001), corroborando, desta forma,
os resultados encontrados neste trabalho, em que a maioria dos individuos
com infec¢des multiplas era pacientes com malaria clinica.

Estudos realizados na Amazoénia brasileira encontraram 12 gendtipos
distintos de MSP1 (isolados provenientes dos Estados de Rondobnia, Para,
Mato Grosso, Amapa e Tocantins), sendo que 68 isolados (38%) foram
provenientes de infec¢cdes mudltiplas (da Silveira et al., 1999). Na Guiana
Francesa foi observado que infecgbes por um UGnico gendtipo foram
relacionadas a casos de malaria grave e infec¢cdes multiplas (varios genétipos)
foram associadas a malaria ndo complicada (Legrand et al., 2005). Através da
genotipagem dos microssatélites, foram identificados polimorfismos néo
sinbnimos diretamente ligados aos casos de malaria complicada. Apesar de
nossos resultados mostrarem que os portadores de maldria clinica possuiam
mais genotipos, como mostrado por Legrand et al. 2005, o estudo na Guiana
Francesa ndo analisou individuos assintomaticos, e em Barcelos, ndo foram
recrutados pacientes com malaria complicada. Outro estudo na mesma regiao
identificou quatro gendtipos distintos de MSP1 em portadores de malaria ndo
complicada com média de multiplicidade da infeccdo de 1,15 (Ariey et al.,
1999). De acordo com os autores, somente 10,18% dos individuos portavam
apenas dois genotipos e os demais pacientes portavam infeccdo com um
genotipo. Estes dados diferem dos resultados encontrados em Barcelos, onde,
50% (26 individuos) dos individuos com malaria, eram infectados com um
genotipo, 25% (13 individuos) portavam dois genotipos, 19,53% (10 individuos)
tinham trés genodtipos e 5,77% (3 individuos) possuiam quatro genotipos.
Apesar das duas areas de estudo serem hipoendémicas e com transmissao
sazonal, ha mais genoétipos de plasmodios em circulacdo na regido de
Barcelos, indicando que possa existir uma maior pressao seletiva atuando
sobre o parasito. E importante salientar que na época do estudo ndo havia

relatos de infec¢do assintomética na Guiana Francesa, e que na maioria das
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vezes, 0S mosquitos também carregavam no maximo dois genoétipos do
parasito, diminuindo a diversidade genética (Ariey et al., 1999).

Barrera et al., 2010, em estudos realizados na Col6mbia, encontrou uma
baixa diversidade genética no locus MSP1, no qual foram encontrados apenas
dois gendtipos circulantes entre 81 isolados provenientes de individuos com
malaria, sendo todas as infeccbes por uUnico genotipo. Guerra et al., (2006)
observou baixa diversidade genética, também na Colémbia, tendo uma
prevaléncia de 62% de infeccdo por um anico gendtipo. Em ambos os
trabalhos, a familia alélica MAD20 foi a mais prevalente. Em Barcelos, nao foi
realizada a analise das familias alélicas do gene MSP1.

Outro estudo no Haiti, com individuos assintomaticos e com malaria,
foram encontrados nove gendtipos distintos do gene MSP1, sendo que a média
da multiplicidade da infeccéo foi igual a dois. Neste mesmo trabalho foi feito um
estudo de associacao clinica entre a multiplicidade da infeccdo e a idade dos
individuos e a presenca ou ndo de sintomas clinicos da doenca. No primeiro
ano do estudo foi encontrada uma maior multiplicidade de infeccdo nos
individuos pertencentes a faixa etaria entre 27 e 45 anos e no segundo ano da
pesquisa, foi observada uma maior multiplicidade nas faixas etarias entre 15 e
45 anos. A maioria dos pacientes com malaria clinica apresentava apenas um
gendtipo do parasito e entre os individuos com infecgcao assintomatica, a maior
parte portava dois gendtipos. 27% dos individuos estudados eram
assintomaticos, e entre eles foi observado que criancas possuiam maior
multiplicidade de infeccdo que individuos idosos e pacientes com malaria
clinica, e também foi constatado que ocorria maior proporcdo de idosos
portadores de infec¢cdo por um Unico gendtipo quando comparados as criangas
e aos adultos (Londono-Renteria et al., 2012). Nas andlises deste estudo foi
encontrada uma proporcdo de, 70,37% de individuos com infeccéo
assintomatica que portavam apenas um genotipo do parasito e os individuos

com maléria clinica apresentaram maior diversidade genotipica.
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7.3) Limitacdes

Varios estudos observaram que P. falciparum isolados de pacientes com
altas parasitemias e submetidas a PCR podem gerar a amplificacdo de
fragmentos inespecificos, levando muitas vezes ao erro de interpretacdo dos
resultados, tais como, considerar um fragmento inespecifico como genétipo ou
exclusdo de novos alelos (Farnert et al., 2001). Outro problema comum ocorre
na comparacdo dos genotipos, pois existem muitos protocolos laboratoriais
para a execugcdo do mesmo experimento e que estas diferentes metodologias
podem gerar resultados divergentes. (Farnert et al., 2001).

As avaliacbes da diversidade genética dos parasitos deveriam ser
realizadas longitudinalmente a fim de se estabelecer mudancas nos padrdes
dos parasitos circulantes especialmente em areas com presenca de infec¢éo
assintomatica.

Embora fosse interessante estudar a diversidade genética de P.
falciparum em pacientes com malaria grave no Brasil, poucos s&o os individuos

gue evoluem para esta forma clinica da doenca.
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8) CONCLUSOES

1- Este é o primeiro estudo de avaliagdo do perfil genético de isolados de
P. falciparum circulantes na regido do médio rio Negro. A regido de Barcelos
tem uma populacdo de P. falciparum consideravelmente diversa do ponto de
vista genético; 10 gendtipos diferentes foram encontrados através da
genotipagem do gene que codifica a Proteina da Membrana do Merozoito 1
(MSP1);

2- As infec¢cdes multiplas sdo mais frequentes em individuos com malaria
clinica (média de gendtipos diferentes de 1,8) do que nos portadores
assintomaticos (média de gendtipos de 1,3);

3- Os gendtipo 5 (500pb) e 6 (520 pb) foram os mais prevalentes nos
individuos com maléaria clinica (sendo os ultimos exclusivos dos individuos
portadores da doenca) comparados com 0s portadores assintomaticos do P.

falciparum

9) PERSPECTIVAS

1. Sequenciar os fragmentos de PCR equivalentes ao bloco 2 do gene
MSP1 de P. falciparum a fim de se avaliar os polimorfismos existentes na
populacédo de parasitos na regido de Barcelos;

2. Estudar a diversidade genética de P. falciparum utilizando outros
antigenos candidatos a vacina, como por exemplo o gene MSP2 (Merozoite
Surface Protein 2) e GLURP (Glutamate Rich Protein);

3. Estudar a diversidade genética em P. vivax.
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11) ANEXOS

Anexo 1) Questionario domiciliar

Anexo M. 5
FICHA INDIVIDUAL

ESTUDO DA MALARIA EM COMUNIDADES DO RED PADAULRE, AFLUENTE DO RIO NESRD NO ESTADD DO
AMAIDNAS E NOVAS ESTRATEGLAS DE CONTROLE.
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Anexo 2) Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Informagio ao pacicnte sujcito da pesquisn

19

O

9

A lnalidade da pesquisi ¢ venlicar se vood estd doente ou se ¢ portador do parasita da
makinia, s lem nsco de pegisr maldria, como (ratar ¢ prevenir a doenga

Devemos lacer uma entrevista, fizer algomns perguntas, um exaume clinico ¢ colher sangue
para pescuisa do parasita da makiren Na colhiaata do sangue vocd sentird sma picsda como
¢ fosse de um mosguito. Nao haverd fisco para sua sade

Se voot estiver com o parasita da maling no sangue nds vamos Uato-do.  Vamos Lambém
procurar o snosgmito transmssor da malaria na sua casa e fora dela. Se ele estiver presente
vamos padin ao agente de saide ou 4 FNS parn combate-fo.

N existe outro mélodo no momento para controlar o malana, adém do tratamento dos
doentes, combate a0 mosquito, uso de repedentes ¢ mosquileiros,  Estamos pesquisando
autras allermativas

Vocé serh acompanhado de 6 em 6 messes pars ver como esta Se tiver algum problema
relacsonado 4 maldna nesse mtervalo higar pelo rdw para o nosso laboratono, na Pardquia
de Bargelos ou para a FNS em Barcelos.

Voce tem g nossa garantia de ser informade a qualquer momento sobre a pesquisy, de
permaneces ou sr dela quando desejar

Vocé tem a liberdade de recusar a porticipar da pesquisa ou dela se retirar quando quiser,
sem nenhum preguizo, inclusive a assisténcia da sua saide

Os dados desta pesquisa 8o confidencias para oulras pessoas, mas vocd receberd todos os
resultados do seu mieresse  (Resullado dos exames, tralamentos fedos, eic)  Os resultados
desta pesqsa poderdio ser ulilizados para preparagio de trabalhos csentificos, sendo
mantdo o sigilo da dentidade do supeito da pesquisa.

Nio haveri pagamento para pirticipir na pesquisa, apenis o acompanhamento das pessoas
envolyidas, tratamento ¢ prevengdo a nivel da comunidade.

10 Qualgquer problema de sadde que ocorma com vocd, decorrente da pesguisa serd solucsonado

pela equipe médica, responsivel pelo progeio.

Consentimento apos a inflormagio

Declaro que, apos ker sido convenientemente esclareado pelo pesquisador e ter entendido o

que me foi explicaxdo, concorde em participis da pesquisa nos termos do que me (o1 esdarecido

Rio Negro, Amazonas, ! /
- P r?
Assinatura do Pacienie * Assinatura do Pesquisador

Sujeito da Pesquisa
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Anexo 3) Parecer do Comité de Etica

Minvsteno da Saude
Fundago Oswaldo Cruz
COMITE DE ETICA EM PESQUISA-CERFIOCRUZ

Rio de Janeiro, 21 de junho de 2004

PARECER

Titulo do Projeto: “Estudo da maldria em areas de baixa e alta morbidade no
médio e alto Rio Negro, estado do Amazonas e novas estrategias de controle”

Protocolo CEP: 157/02
Pesquisador Responsavel: José Rodrigues Coura

Institui¢do: I0C

Foi apresentado e submetido a apreciagao do CEP/FIOCRUZ o relatério parciai do projeto
supra mencionado , sendo o mesmao caonsiderado APROVADO,
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