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RESUMO
TESE DE DOUTORADO EM MEDICINA TROPICAL

Jessica de Oliveira Sousa

A maléria possui grande importancia epidemioldgica na regido da Amazo6nia
brasileira por causar consideraveis perdas sociais e econémicas na populacdo sob
risco. Atualmente, o Plasmodium vivax € o parasito responsavel por mais de 90%
dos casos malaria no Brasil, sendo entdo de suma importancia conhecer sua
estrutura populacional e distribuicdo a fim de orientar os esfor¢cos direcionados a
eliminacdo da doenca. Diante disto, este trabalho teve como objetivo determinar o
padrdo de diversidade genética e estrutura populacional de isolados do parasito e
sua associacdo com as caracteristicas epidemiolégicas da malaria no periodo de
dez anos no municipio de Barcelos, Amazonas, bem como associar padrdes dos
marcadores genéticos com o desfecho clinico dos individuos (se sintomaticos ou
assintomaticos). Para alcancar os objetivos foi realizado um estudo retrospectivo dos
casos de malaria no municipio e a genotipagem dos parasitos de amostras,
coletadas em varios periodos durante 10 anos, usando marcadores microssatélites
(MS1, MS2, MS5, MS6, MS7, MS8) e os blocos 2 e 10 de mspl de 254 amostras
da area urbana e 78 da area rural. Na area urbana foram comparados cinco
diferentes anos de coleta, os quais apresentaram alta diversidade genética
(heterozigosidade esperada - He média de 0,67+0,13), propor¢do de infecgbes
multiplas (33,9%) e distancias genéticas significativas entre os anos, com raro
compartilhamento de haplétipos entre eles, mostrando que o perfil genético da
populacdo de parasitos se modifica ao longo do tempo. Na area rural foi encontrada
moderada diversidade genética (He média de 0,47+0,21) com uma alta propor¢éo de
infecgbes mudltiplas (57,7%); nesta area também foram comparadas amostras
coletadas consecutivamente do mesmo individuo e encontrou-se que quando um
individuo assintomatico na primeira infeccdo adquiriu um parasito geneticamente
distinto na segunda infec¢cédo, este passou a apresentar sintomas. Na comparacao
entre parasitos isolados de individuos sintomaticos e assintomaticos nao foram
encontradas diferencas na diversidade e proporcdo de infeccbes mdltiplas, porém a
distancia genética foi significativa entre os grupos e nao houve compartilhamento de
haplétipos. Este trabalho apresentou um conjunto de marcadores capazes de
detectar alta diversidade genética, infec¢cbes multiplas, de diferenciar populacdes ao
longo do tempo e de acordo com a clinica do individuo. Para que a eliminacdo da
malaria seja possivel se torna necessaria a utilizagdo de medidas de prevencéo e
controle adequadas a cada contexto e avaliar seu impacto no nimero de casos e na
circulacdo de genotipos do parasito que podem estar relacionados com diferentes
perfis de recaidas e de viruléncia, dai a importancia de se conhecer a genética do
parasito em diversos locais e contextos epidemioldgicos.

Palavras chaves: malaria, P. vivax, genotipagem, microssatélites, diversidade
genética, infec¢cdes multiplas
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ABSTRACT
PHD THESIS IN TROPICAL MEDICINE

Jessica de Oliveira Sousa

Malaria has great epidemiological importance in the Brazilian Amazon region
as it causes considerable social and economic losses in the population at risk.
Currently, Plasmodium vivax is the parasite responsible for more than 90% of malaria
cases in Brazil, so it is extremely important to know its population structure and
distribution in order to guide efforts aimed at eliminating the disease. In view of this,
this study aimed to determine the pattern of genetic diversity and population structure
of parasite isolates and its association with the epidemiological characteristics of
malaria in the ten-year period in the municipality of Barcelos, Amazonas, as well as
to associate patterns of genetic markers with the clinical outcome of individuals
(whether symptomatic or asymptomatic). To achieve the objectives, a retrospective
study of malaria cases in the municipality was carried out and the genotyping of the
sample parasites, collected in various periods during 10 years, using microsatellite
markers (MS1, MS2, MS5, MS6, MS7, MS8) and the blocks 1 and 10 of mspl of 254
samples from the urban area and 78 from the rural area. In the urban area, five
different collection years were compared, which showed high genetic diversity
(expected heterozygosity - mean He of 0.67 + 0.13), proportion of multiple infections
(33.9%) and significant genetic distances between years, with rare sharing of
haplotypes among them, showing that the genetic profile of the parasitic population
changes over time. In the rural area, moderate genetic diversity was found (mean He
0.47 = 0.21) with a high proportion of multiple infections (57.7%); in this area,
samples collected consecutively from the same individual were also compared and it
was found that when an asymptomatic individual in the first infection acquired a
genetically distinct parasite in the second infection, he started to show symptoms. In
the comparison between parasites isolated from symptomatic and asymptomatic
individuals, no differences were found in the values of diversity and proportion of
multiple infections, however the genetic distance was significant between the groups
and there was no sharing of haplotypes. This work presented a set of markers
capable of detecting high genetic diversity, multiple infections, of differentiating
populations over time and according to the individual's clinic. For the elimination of
malaria to be possible, it is necessary to use prevention and control measures
appropriate to each context and assess its impact on the number of cases and the
circulation of parasite genotypes that may be related to different relapse and
virulence profiles, hence the importance of knowing the parasite's genetics in
different locations and epidemiological contexts.

Keywords: malaria, P. vivax, genotyping, microsatellites, genetic diversity, multiple
infections
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1. INTRODUCAO

A malaria continua sendo um importante problema de saude publica em mais
de 80 paises do mundo, apesar dos avan¢os na diminuicdo no niumero de casos e
de mortes. No ano de 2018, estima-se que ocorreram cerca de 228 milhbes de
casos da doenca, com 405.000 mortes (WHO 2019). No Brasil, em 2018, foram
confirmados 193.838 casos (SIVEP 2019) com 56 mortes (SIM/ DATASUS/MS
2020). No municipio de Barcelos, no Amazonas, area do presente estudo, no ano de
2018 foram registrados 6.292 casos e uma Incidéncia Parasitaria Anual (IPA) de
229,9 casos por mil habitantes, caracterizando a area como de alto risco
epidemioldgico (SIVEP 2020).

A malaria é causada por protozodrios do género Plasmodium spp., sendo que
a espécie de malaria humana mais difundida no mundo encontrada em regides
tropicais e subtropicais € Plasmodium vivax (Dayanand et al. 2018). No Brasil, essa
espécie é responsavel por 90% dos casos da doenca (Suarez-Mutis & Martinez-
Espinosa 2019). Durante muito tempo pensou-se que P. vivax era uma espécie
benigna, no entanto, a importancia de se estudar esse parasito vém aumentando,
devido ao surgimento de casos graves e a resisténcia a cloroquina. Também o
mundo estd empenhado em eliminar a malaria e P. vivax é mais dificil de controlar
do que P. falciparum, devido as particularidades da sua biologia, como por exemplo
a capacidade de produzir formas dormentes no figado (hipnozoitos) que podem
ocasionar recaidas, de produzir gametdcitos antes da ocorréncia de sintomas e pela
ocorréncia de infec¢des assintomaticas que nao séo detectadas e tratadas.

Além dos aspectos bioldgicos, o P. vivax apresenta alta diversidade genética
em diversas regides geogréaficas (Gunawardena et al. 2010, Abdelraheem et al.
2018, Li et al 2020). Todos esses fatores, juntamente com a implementacgéo desigual
das intervencdes para o controle e/ou eliminacdo nas regides endémicas,
impulsionam uma epidemiologia da malaria em constante mudanga, sendo entao
necessario aumentar o numero de estudos sobre a diversidade e estrutura genética
de isolados de diferentes regides endémicas (Escalante & Pacheco 2019). Também,
a medida que os esforcos de eliminacdo da malaria progridem, € necessario um
maior conhecimento da populacdo de parasitos em infec¢gbes assintomaticas, pelo
fato desse reservatério contribuir com a manutencdo da transmissdo da doenca
(Pava et al. 2017).



Sabendo da importancia da infeccdo por P. vivax, o presente estudo teve o
objetivo de correlacionar dados epidemiolégicos com os da diversidade genética do
parasito em uma area urbana e outra rural do municipio de Barcelos, que é

altamente endémico para malaria.

2. MARCO TEORICO

2.1. A malaria

A malaria é uma doenca parasitaria, na maioria dos casos febril e aguda, de
elevada prevaléncia e morbidade, causada por protozodrios das seguintes espécies
do género Plasmodium: Plasmodium falciparum (Welch 1897), Plasmodium vivax
(Grassi & Filetti 1890), Plasmodium malariae (Grassi & Filetti 1890) e Plasmodium
ovale (Stephens 1922). P. falciparum e P. vivax sdo 0s mais prevalentes e
respondem pela maioria dos casos globais. Em 2008, no Sudeste Asiatico foram
relatados casos de infecgdes humanas naturais causadas por Plasmodium knowlesi
(Knowles & Gupta 1931), um Plasmodium que tem primatas ndo-humanos como seu
hospedeiro natural, mas que também pode infectar humanos (Cox-Singh et al.
2008). Recentemente um outro Plasmodium que infecta primariamente primatas
nao-humanos foi encontrado infectando humanos na regido da Mata Atlantica no Rio
de Janeiro, Plasmodium simium (Fonseca 1951), muito semelhante a P. vivax (Brasil
et al. 2017).

A transmisséo dos plasmadios acontece pela picada da fémea de mosquitos
do género Anopheles sendo entdo uma doenca de transmissao vetorial. A
transmissdo também pode ocorrer em casos mais raros por transfusdo sanguinea,
uso de seringas contaminadas, acidentes de laboratério e transmissao congénita
(Brasil 2005). Segundo o Ministério da Saude, no Brasil, cinco espécies sao
consideradas vetores principais: Anopheles darlingi (Root 1926), Anopheles
aquasalis (Curry 1932), Anopheles albitarsis (Lynch Arribalzaga, 1878), Anopheles
Kerteszia cruzi (Dyar e Knab 1908) e Anopheles Kerteszia bellator (Dyar e Knab
1906), sendo essas duas Ultimas, vetores na regido extra-amazbnica da Mata
Atlantica. Os anofelinos séo popularmente conhecidos por carapana, murigoca,
mosquito-prego, suvela e pernilongo (Brasil 2006). An. darlingi € o principal vetor no
Brasil e é o mais enddfilo e antropofilico dos anofelinos (Deane 1986); procria-se
preferencialmente em grandes, profundas e claras cole¢cbes aquéticas como lagos,
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pantanos ou grandes rios (Hiwat & Bretas 2011).

A malaria possui grande importancia epidemioldgica, devido a sua gravidade
clinica e elevado potencial de disseminacdo, em areas com densidade vetorial que
favoreca a transmissdo (Brasil 2008). Entre as quatro espécies que causam a
malaria rotineiramente em humanos (Plasmodium falciparum, P. vivax, P. malariae e
P ovale), P. falciparum recebe a maior atencdo devido ao seu alto potencial de
causar doenca grave e morte, principalmente em criancas com menos de cinco anos
de idade e mulheres gravidas na Africa. P. vivax, embora menos virulento do que P.
falciparum, tem um grande impacto socioecondmico entre as pessoas que vivem em
areas de risco para a infeccéo devido a sua intensa morbidade (Mendis et al. 2001;
Lizcano 2013; Chehuan 2013).

A maléaria se caracteriza por acessos febris com intenso calafrio e sudorese,
acompanhados de cefaleia, rubor e mal-estar geral (Suarez-Mutis & Martinez-
Espinosa 2019), contudo, nas Uultimas décadas tém sido relatados quadros de
infeccbes assintoméaticas em diferentes lugares da Amazoénia; individuos que tiveram
varios episédios de malaria podem atingir imunidade parcial apresentando quadro
subclinico ou assintomatico (Coura et al. 2006, Suérez-Mutis et al. 2007). Esses
individuos portadores de infec¢bes assintomaticas servem como reservatorio para a
malaria humana, e por enquanto séo inacessiveis as medidas de controle focadas
no diagnostico e tratamento precoces de infec¢cdes sintomaticas que eram a base do
programa de controle (Batista 2014). Assim, para que os esfor¢os de eliminacao da
malaria tenham uma chance maior de sucesso, é crucial entender a dindmica e a

transmissibilidade dessas infecces (Bousema et al. 2014).

2.2. Maléria no mundo

Apesar dos avancos na diminuicdo da morbidade e mortalidade por maléria
nos ultimos anos, essa doenga continua sendo um importante problema de saude
publica em mais de 80 paises do mundo (WHO 2019). Em 2018, cerca de 228
milhdes de casos de malaria ocorreram, em comparacao com 251 milhdes de casos
em 2010 e 231 milhdes de casos em 2017. A maioria dos casos em 2018 ocorreu na
regido Africana (93%), seguida pela regido do Sudeste Asiatico com 3,4% dos casos
e pela regido do Mediterraneo Oriental com 2,1%. Em 2018, houve uma estimativa
de 405.000 (67% criancas menores de 5 anos) mortes por malaria em todo o mundo,

dessas 94% ocorreram na regido Africana, em comparagcdo com 416.000 mortes
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estimadas em 2017 e 585.000 em 2010. P. falciparum foi o parasito mais prevalente
na regiao Africana, representando 99,7% dos casos estimados de malaria em 2018,
ja P. vivax foi o parasito predominante na regidao das Americas, representando 75%
dos casos de malaria (WHO 2019). Em 2018, a regido das Américas tinha quase um
milhdo de casos estimados de malaria com cerca de 600 mortes; um aumento de
14% e 26%, respectivamente, em comparacdo com o ano de 2010; a maior parte do
incremento foi devido ao aumento da transmisséao na Venezuela. Trés paises (Brasil,
Colébmbia e Venezuela) representaram 80% de todos os casos estimados. O
Paraguai recebeu o certificado de livre de malaria em 2018 e a Argentina em 2019
(WHO 2019).

No ano de 2015 foi adotada pela Organizacdo Mundial de Saude, a Estratégia
Técnica Global (ETG) para a malaria 2016-2030, que fornece uma estrutura para
orientar os paises em seus esforcos para acelerar o progresso em direcdo a
eliminacdo da malaria. A estratégia estabelece a meta de reduzir as taxas globais de
incidéncia e mortalidade em pelo menos 90% até 2030 e eliminar a malaria de pelo
menos 35 paises. Para tal, a estratégia possui trés pilares: (1) Garantir o0 acesso
universal a prevencao, diagnostico e tratamento; (2) Acelerar os esforcos para a
eliminacao e obtencdo do certificado de pais livre de malaria; e (3) Transformar a
vigilancia da malaria em uma intervencao essencial (WHO 2015a).

Dados dos ultimos relatérios mundiais sobre malaria (2018 e 2019) mostram
que entre 2015 e 2018, apenas 31 paises endémicos para malaria, reduziram
significativamente a incidéncia de casos, podendo chegar em 40% de reducdo ou
mais até 2020 (Figura 2.1). Contudo, o progresso global na luta contra a maléaria
diminuiu e o mundo encontra-se fora do caminho para cumprir as metas previstas
para 2020, 2025 e 2030; embora muitos paises continuem na meta de diminuicdo de
casos, a taxa de mudanca parou nos paises com maior incidéncia (Burkina Faso,
Camardes, RepuUblica Democratica do Congo, Gana, india, Mali, Mogambique,
Niger, Nigéria, Uganda e Republica Unida da Tanzéania), os quais representam mais
de 70% dos casos e mortes globais por maléria. Para colocar o mundo de volta no
caminho para alcancar as metas propostas para 2025, em 2018 a Organizagéo
Mundial da Saude (OMS) e a parceria Roll Back Malaria (RBM, “fazer recuar a
malaria”) langcaram um plano de resposta para acelerar as redu¢des na mortalidade
e morbidade da doenca concentrando-se nesses paises com maior incidéncia (WHO
2018, 2019).



B Um ou mais casos autéctones B Livre de maldria ap6s 2000
Zero casos em 2017-2018 Sem maldria
Zero casos em 2018 Né&o aplicavel

B Zero casos (=3 anos) em 2018

Figura 2.1: Paises com casos autéctones de malaria em 2000 e seu status para a
eliminagcédo em 2018.
Fonte: World Health Organization: World Malaria Report 2019.

2.3. Maléaria no Brasil

A malaria no Brasil ainda representa um grande problema de saude publica,
com mais de 99% dos casos concentrados na regido amazoénica, que engloba os
estados do Acre, Amazonas, Amapa, Maranhdo, Mato Grosso, Para, Ronddnia,
Roraima e Tocantins. Nessa regido, as condicdes propicias para a sobrevivéncia do
vetor e as condi¢cdes socioecondmicas e ambientais favorecem a transmissdo da
doenca (Brasil 2015a, Sousa et al. 2019).

Mesmo na area endémica, o risco de adoecimento ndo € homogéneo. Este
risco € medido pela incidéncia parasitaria anual (IPA), calculada pelo niamero de
casos ocorridos durante o ano em uma determinada area dividido pela populacdo
sob risco nesta area e expresso em casos por mil habitantes. A IPA é o indicador
usado pelo Programa Nacional de Controle da Malaria (PNCM) para realizar a
estratificacdo epidemiologica de risco de transmisséo. No Brasil, as areas endémicas
sao classificadas como de alto risco (IPA>50/1.000 hab.), médio risco (IPA entre 10-
49/1.000 hab.), baixo risco (IPA entre 1 e <10/1.000 hab.) e areas sem risco (IPA=0)
(Brasil 2009a) (Figura 2.2). No periodo de 2000 a 2013, a IPA foi reduzida em quase

80% na regido amazonica, passando de 29,4 casos/1.000 hab. para 6,3 casos/1.000



hab. Em 1996, 121 municipios da regido amazbnica, eram considerados de alto
risco para transmissao da doenca (IPA =250 casos por mil habitantes), 112 de médio
risco (IPA entre 10 e 49,9 casos por mil habitantes) e aproximadamente 500 de
baixo risco (IPA <10 casos por mil habitantes). Em 2012, 45 municipios de seis
estados da Amazodnia Legal foram considerados de alto risco (Ipea 2014), j& em
2018, 39 municipios foram considerados de alto risco (Brasil 2020). A transmisséo
da maléaria € variavel nos diferentes municipios e localidades, sendo influenciada
pela interagdo de fatores ambientais, socioculturais, econdémicos e politicos. Esses
fatores associados, assim como o0 planejamento e as atividades de prevencao e
controle da doenca, determinam o risco de contrair malaria (Brasil 2015a). Deste
modo, a IPA tem sido um dos indicadores mais utilizados na definicdo das acdes de
controle da malaria, servindo para estimar o risco de transmissdo de malaria em
determinado lugar, classificar as areas de risco para malaria e sua comparacao
entre diversas areas (Brasil 2004). O PNCM foi criado em 2003 tendo como objetivos
principais: reduzir a letalidade e gravidade dos casos, reduzir a incidéncia da
doencga, eliminar a transmissdo em areas urbanas e manter a auséncia da doenca

em locais onde a transmisséo ja foi interrompida (Brasil 2003).

Legenda

Risco de transmissao

Sem transmissao
Baixo risco

I Médio risco

Il Alto risco 500 1000 1500 km

Figura 2.2. Mapa de risco da malaria por municipio de infeccdo, Brasil, 2018.
Fonte: Brasil 2019d.



Estima-se que em 1940, o Brasil apresentava cerca de 6 milhdes de casos de
malaria, numa populacéo de 30 milh6es de pessoas. No entanto, durante o final da
década de 1950 com a descoberta das propriedades inseticidas de acéo residual do
DDT (Dicloro-Difenil-Tricloroetano), e da cloroquina, associados as reformulacdes do
programa de combate, houve um declinio acentuado da doenca (Suérez-Mutis et al.
2013). A adeséao do Brasil a Campanha Global da Erradicacdo da malaria levou a
diminuicdo dos casos para seu nivel mais baixo em 1960, quando foram registrados
apenas 36,9 mil casos (Oliveira-Ferreira 2010). No entanto, a partir do ano 1976
houve grande aumento de casos, com o desenvolvimento intensificado da Amazonia
que acelerou o processo migratério, atraindo moradores ndo imunes de outras
regides do pais, devido aos projetos de colonizacdo e a expansdo da fronteira
agricola, a construcdo de estradas e hidrelétricas, aos projetos agropecuarios, e a
extracdo de madeira e mineragéo (Braga & Fontes 2011).

De 1987 a 1995, foram registrados em média 500 mil casos anuais da
doenca; no ano de 1999, a malaria atingiu seu nivel mais elevado com 635.646
casos. Em 2002 foi observado um declinio na incidéncia da doenca em relacao aos
40 anos anteriores, tendo sido registrados 348.259 casos, 0 que representou 43%
de queda em relacdo a 2000 (Brasil 2009b). No ano de 2005 os casos voltaram a
aumentar chegando a 607.782; este aumento deveu-se a ocupacdo desordenada
das periferias das cidades da regido amazonica, ao desmatamento para extracao de
madeira, criagdo de gado e agricultura, bem como em funcdo da atividade de
piscicultura desordenada, com a construcédo de tanques artificiais, 0 que aumentou o
namero de criadouros do mosquito vetor (Brasil 2013). Tendo em vista 0 aumento no
namero de casos, o Ministério da Saude desencadeou um processo de mobilizacédo
envolvendo os gestores da salude nos estados e municipios da regido amazonica
visando promover a ordenagdo dos movimentos populacionais priorizando as agoes
de vigilancia, prevencdo e o controle da maléaria (Brasil 2009b). Assim, a partir de
2006 foram implementadas algumas medidas como 0s novos esquemas de
tratamento com terapias combinadas com derivados de artemisinina (ACT) para
tratar o P. falciparum, a inclusdo da primaquina no esquema de tratamento para P.
falciparum, uso de mosquiteiros impregnados com inseticidas de longa duracéo,
implementacdo de novos postos de diagnostico, controle de qualidade e
monitoramento do desempenho do diagndstico assim como sua supervisao, a
inclusdo de testes de diagndstico rapido em areas de dificil acesso e sistema de
deteccéo e alerta de epidemias (Lapouble et al. 2015). Com essas acdes, entre 0s
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Numero de casos

anos de 2006 e 2008, foi observado declinio constante no numero de casos,
passando de 550.930 para 313.922, uma reducdo de 43%. Outro aspecto a
considerar na epidemiologia da malaria é que até a década de 1980, houve relativa
equivaléncia entre as espécies parasitarias (P. vivax e P. falciparum). Com a
implantagédo da ACT no Brasil, a partir do ano 2006, notou-se uma diminuicdo de
casos por P. falciparum, que culminou com a predominancia de P. vivax,
responsavel por quase 85% dos casos notificados em 2008 (Brasil 2009b). No ano
de 2018, 90,4% das notificacdes foram causadas por P. vivax e 10,3% por P.
falciparum (Suarez-Mutis & Martinez-Espinosa 2019) (Figura 2.3).

700.000

600.000

500.000

400.000

- il

A AV o A S ATV s - AT e S SIS
@@@@%@.@@%q®%q%q (ORI S

B P. folciparum EEEP. vivax —=——Positivos

Figura 2.3: Numero de casos de malaria no Brasil de 1970 a 2018.
Fonte: Suarez-Mutis & Martinez-Espinosa 2019.

No ano de 2014, o Brasil conseguiu uma reducdo de 75% dos casos de
malaria quando comparado ao ano 2000 (ONU 2014), de forma que o pais atingiu
um dos objetivos do milénio para acabar com a pobreza, que foi o de reduzir a
incidéncia e mortalidade associadas a malaria (ONU 2000). No ano de 2017 houve
um novo aumento e foram confirmados 193.916 casos (SIVEP 2019) com 34 mortes
(SIM/ DATASUS/MS 2020). Em 2018, houve pouca diferenca em relacdo a 2017 em
relacdo ao numero de casos, mas houve um aumento no nimero de mortes, sendo
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confirmados 193.838 casos (SIVEP 2019) com 56 o6bitos (SIM/ DATASUS/MS 2020).
Dados do Ministério da Saude apontam uma reducédo de casos de malaria no Brasil
em 2019 quando foram notificados em total 156.916 casos autéctones da doenca
no pais, uma reducdo de 19% comparado com o ano de 2018 (SIVEP 2020). A
reducdo dos casos se deve, principalmente, a integracdo das a¢fes de saude
realizadas pelo governo federal em parceria com o0s estados, municipios e a
populacéo contra a malaria (Brasil 2019a).

Na regido extra-amazonica € notificado menos de 1% do total de casos de
malaria do pais. Em 2014, foram registrados 559 casos de maléria nesta regido;
destes, 54 foram autdctones nos estados da Bahia, Espirito Santo, Goias, Mato
Grosso do Sul, Piaui, Rio de Janeiro, Santa Catarina e S&o Paulo. Foram
registrados 273 casos com local provavel de infec¢do na regido Amazonica e 232
casos com local provavel de infeccdo em outros paises (Brasil 2015b). J& no ano de
2018, foram registrados 737 casos nesta regido, mostrando um aumento em relacdo
a 2014. Contudo, no primeiro trimestre de 2019, foram registrados 17 casos, sendo
que neste mesmo periodo em 2018, ja tinham sido registrados 199, mostrando um
importante declinio no nimero de casos (Brasil 2019a). No inicio de 2015, houve um
surto de malaria na regido serrana do estado do Rio de Janeiro devido a P. simium.
Esses casos foram associados a presenca de primatas ndo-humanos infectados
com P. simium, configurando-se uma zoonose (Brasil et al. 2017). A importancia de
se estudar a maléria na regido extra-amazonica reside no risco de reintroducéo da
doenca, por meio de casos importados e a alta letalidade, que pode ser entre 40 e
90 vezes maior que na regido amazoénica, pelo fato dos médicos ndo pensarem em
malaria ao fazer o diagnostico diferencial com outras patologias febris de
importancia na regido, como dengue, zika e chikungunya (Suarez-Mutis & Martinez-
Espinosa 2019). Nesta regido, o sistema de vigilancia deve ser constante e estar
sempre atento, com o objetivo de se detectar e tratar rapidamente estes casos,
evitando-se o0 aumento da transmisséo autoctone (Brasil 2015a).

Com este histérico da malaria no Brasil, nota-se que nos ultimos anos, o
Ministério da Saude, por meio do PNCM, em esforco conjunto com estados e
municipios, tem alcancado grandes avangos na prevencdo e controle da malaria
(Brasil 2015a). Contudo, a continuidade da transmissdo da malaria na regido
amazonica brasileira, mesmo apos intensos esfor¢cos de controle, € consequéncia
das particularidades da dinamica populacional nessa regido, onde, além dos fatores
humanos, coexistem os fatores ambientais propicios para a proliferagdo dos
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mosquitos transmissores e para a manutencdo da infecgdo. Ainda, as caracteristicas
geograficas amazonicas dificultam o acesso aos servi¢os de saude, 0 que, junto com
as dificeis condi¢cdes ambientais, favorece a transmissédo da malaria (Lapouble et al.
2015). Diante destas dificuldades, deve haver uma constante inovacao e
capacitacdo de recursos humanos para a prevencao e combate da maléria, a fim de
se conseguirem avancos ainda mais expressivos rumo a eliminacdo da doenca
(Brasil 2015a).

2.4. Ciclo e biologia de P. vivax

Os plasmodios sdo parasitos heteréxenos que desenvolvem um ciclo
denominado esquizogbnico ou assexuado no hospedeiro vertebrado, que é
considerado hospedeiro intermediario, e um ciclo esporogbnico ou sexuado, no vetor
gue é considerado seu hospedeiro definitivo (Suarez-Mutis et al. 2013).

No caso da infec¢do por P. vivax, o ciclo esquizogbnico, inicia-se apés a
picada do mosquito Anopheles spp., com a inoculacdo de esporozoitas infectantes
no homem. A seguir, 0S esporozoitas circulam na corrente sanguinea durante alguns
minutos e rapidamente penetram nas células do figado (hepatdcitos), dando inicio a
fase exoeritrocitica (ou esquizogonia tissular) do ciclo, que dura em média oito dias,
a depender da espécie parasitaria (Brasil 2009a). Ao final da fase exoeritrocitica, sdo
liberadas vesiculas chamadas merossomas na corrente sanguinea, dentro das quais
existem milhares de elementos-filhos chamados merozoitas que vao invadir
hemacias dando inicio a fase eritrocitica (ou esquizogonia sanguinea). Durante fase
exo-eritrocitica, uma parte dos parasitos mantém-se no hepatdocito sob a forma de
hipnozoitas (formas latentes), levando as recaidas ap6s meses ou anos (White
2011; Suéarez-Mutis et al. 2013). P. vivax invade preferencialmente reticuldcitos que
correspondem a menos de 3% das células vermelhas do sangue (Brasil 2009a). Na
fase eritrocitica, 0s merozoitas penetram nas hemacias e desenvolvem a
esquizogonia sanguinea, inicialmente como trofozoitas, evoluindo para esquizontes,
merdcitos ou rosaceas, que rompem as células sanguineas liberando merozoitas
gue vao invadir novas hemacias (Suarez-Mutis et al. 2013). A ruptura e consequente
liberacdo de parasitos na corrente sanguinea traduz-se clinicamente pelo inicio do
paroxismo malarico, que se repetird com o término do novo ciclo (em 48h, no caso
da infeccdo pelo P. vivax). Apés um periodo de replicagdo assexuada, alguns
merozoitas se diferenciam em gametdcitos machos (microgametdcito) e fémeas
(macrogametdcito), que amadurecem sem divisdo celular e tornam-se infectantes

10



aos mosquitos (Brasil 2009a).

Os anofelinos, ao picarem o homem que possui gametocitos no sangue,
ingerem 0s macro e microgametas com as hemacias, iniciando o ciclo esporogoénico
que ocorre no estbmago do mosquito apdés a diferenciagdo dos gametdcitos em
microgametdcito (masculino) e macrogametocito (feminino), que se fundem
formando o zigoto (Brasil 2009a, Suarez-Mutis et al. 2013). O zigoto se transforma
em uma forma maével (oocineto) que migra e atravessa a parede do intestino médio
do inseto, formando o oocisto, no interior do qual se desenvolverdo os esporozoitas
(Brasil 2009a). Quando os oocistos estdo maduros, rompem-se liberando os
esporozoitas na cavidade geral dos mosquitos, atingindo as glandulas salivares.
Quando este mosquito picar ao homem, os esporozoitas serdo inoculados em sua
corrente sanguinea e assim se reiniciard um novo ciclo (Suarez-Mutis et al. 2013)
(Figura 2.4).
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Fonte: Adaptado de Centers for Disease Control and Prevention 2019.

P. vivax é a espécie de parasito da malaria humana mais amplamente
distrilbuida geograficamente sendo encontrada em muitas partes das regides
tropicais e subtropicais do mundo, exceto no oeste e no centro da Africa

Subsaariana (Mendis et al. 2001, Dayanand et al. 2018). Este parasito depende do
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antigeno Duffy para invadir os globulos vermelhos (Howes et al. 2016). Esta
dependéncia explica por que a distribuicdo geografica de P. vivax coincide com
areas tropicais e temperadas, onde o antigeno Duffy & expresso na superficie dos
eritrocitos, o que é o caso da maioria das populagdes humanas, exceto da Africa
Subsaariana. (Olliaro et al. 2016, Dayanand et al. 2018). No entanto, existem relatos
descrevendo a ocorréncia da infeccéo por P. vivax em certas partes da Africa, onde
os individuos aparentemente ndo possuem o antigeno Duffy, sugerindo que o
parasito deve usar receptores alternativos para invasao de eritrocitos ou a populagéo
nessas regides expressa baixos niveis de antigeno Duffy (Poirier et al. 2016,
Mendes et al. 2011, Ménard et al. 2010). Acredita-se que a mobilidade da
populacdo, juntamente com a migracdo, pode amplificar a heterogeneidade do
fenétipo Duffy e aumentar a populacéo de hospedeiros Duffy positivos (Howes et al
2016). Na Amazoénia brasileira foram identificados pela primeira vez individuos Duffy
negativos com infec¢cdo por P. vivax em Porto Velho (Rondbnia) no trabalho de
Cavasini et al (2007) e no trabalho realizado em Anajas (Para) por Carvalho et al
(2012); nesses trabalhos, ndo foi encontrado diferencial de resisténcia a maléria por
P. vivax entre Duffy negativos e Duffy positivos. S8o necessarias investigacfes mais
aprofundadas para avaliar a importancia desses achados em saude publica.

Em contraste com P. falciparum, a transmissao de P. vivax é mais dificil de
interromper devido a aspectos particulares da sua biologia: (1) pelo fato deste
parasito produzir formas hepéaticas dormentes (hipnozoitos), que podem ocasionar
recaidas meses ou mesmo anos apos a infeccao primaria (Imwong et al. 2007b), (2)
pela producdo de gametdcitos antes da ocorréncia de sintomas e consequentemente
antes da pessoa infectada receber qualquer tratamento (Luo et al. 2015), (3) pelas
altas taxas de infeccfes assintomaticas que ndo sédo detectadas pelos métodos de
diagnéstico usual e, portanto, ndo sédo tratadas (Congpuong & Ubalee 2017), (4) por
possuir maior capacidade vetorial em comparacdo com P. falciparum, se
desenvolvendo a temperaturas mais baixas e com um ciclo esporogdnico mais curto
no vetor (o desenvolvimento completo de P. vivax no mosquito € de 8 a 16 dias e
para P. falciparum é de 9 a 22 dias), assim como pela sua capacidade de sobreviver
no vetor a temperaturas até de 16°C (P. falciparum sobrevive a temperaturas
maiores de 18°C). Estes aspectos permitem a transmissdo de P. vivax em zonas
temperadas e torna-o menos sensivel as medidas de controle de vetores que sao
efetivas para P. falciparum e (5) a preferéncia por reticuldcitos para invasao, o que
explica as baixas parasitemias dificeis de detectar, levando a diagndsticos falso-
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negativos e tratamentos atrasados (Olliaro et al. 2016).

Os hipnozoitos podem causar multiplos ataques clinicos a partir de uma Unica
picada de um mosquito infectado com P. vivax, ao contrario de P. falciparum, que
produz uma Unica infeccdo no estagio sanguineo (Howes et al. 2016). Estes
hipnozoitos causam recaidas que ajudam a manter a diversidade genética do
parasito e reduzem a dependéncia da transmissao pelo mosquito vetor, diminuindo a
eficacia das medidas de controle de vetores (Olliaro et al. 2016). Além disso, atuam
como um “porto seguro” contra ataques imunoldgicos durante longas estacdes frias
sem mosquitos, permitindo a ocorréncia do parasito em climas temperados (Howes
et al. 2016).

A malaria por P. vivax € diagnosticada tardiamente, porque os individuos
infectados apresentam baixas parasitemias, que séo dificeis de serem detectadas
com diagndsticos atuais, como testes rapidos e microscopia. O diagndstico tardio
significa um atraso no tratamento e também a capacidade de transmissao por um
periodo prolongado (Olliaro et al. 2016). Isso € agravado pelo fato de que os
gametdcitos infecciosos aparecem precocemente, quase simultaneamente com
parasitos assexuais, em contraste com P. falciparum, no qual os gametécitos
maduros levam 10 dias para aparecer no sangue periférico (Howes et al. 2016), fato
qgue favorece o ciclo do protozoario, uma vez que a transmissao ocorre antes do
diagnéstico e tratamento. Também os individuos com infeccdo assintomatica,
provavelmente devido a imunidade clinica, s&o um desafio no controle da doenca.
Individuos expostos a multiplas infec¢cdes por P. vivax adquirem imunidade clinica
mais rapidamente do que por P. falciparum, independente da intensidade de
transmissao (Mueller et al. 2013). Barbosa et al (2014) relataram gametocitemia em
mais de 90% dos individuos com infec¢cdo assintomatica por P.vivax e ja foi
comprovado que essas infec¢des assintomaticas sdo infecciosas para os vetores,
embora em nivel mais baixo do que os casos clinicos (Pethleart et al. 2004; Alves et
al. 2005; Martins-Campos et al. 2018).

Outro fator que também dificulta a eliminacdo da malaria por P. vivax € a
ocorréncia de resisténcia a cloroquina, que é a droga de primeira linha no tratamento
de parasitos de P. vivax. A cloroquina é capaz de eliminar os estagios sanguineos
durante ataques clinicos agudos incluindo os parasitos sexuais e quando
administrada em combinacdo com a primaquina, produz cura radical da infec¢ao por
P. vivax, eliminando também os hipnozoitos responséaveis pelas recaidas (Howes et
al. 2016). Nos dultimos anos, a resisténcia antimalarica tem sido uma grande
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preocupacdo no tratamento da doenca. A resisténcia a cloroquina em P. vivax foi
relatada pela primeira vez na Papua Nova Guiné em 1989 (Rieckmann et al. 1989) e
subsequentemente resisténcia também foi observada na maioria dos locais
endémicos do sudeste da Asia (Dayanand et al. 2018). No Brasil, a resisténcia foi
relatada pela primeira vez em 1999 em Manaus (Alecrim 1999). Estudos na regiao
amazonica brasileira sugerem que a resisténcia pode ser de 2,2% (Ladeia-Andrade
et al 2019) até 10,1% (de Santana Filho et al. 2007) medida no dia 28 apds a dose
inicial de cloroquina. A terapia ineficaz devido a resisténcia causa um aumento da
carga da doencga, prolongando a duragcdo dos sintomas clinicos, aumentando a
probabilidade de aparecimento de doencas graves e a probabilidade de transmissao
(Howes et al. 2016). No entanto, apesar da crescente evidéncia de resisténcia a
cloroquina, a combinacdo desta com a primaquina continua sendo o tratamento de
primeira linha em muitos paises, incluindo o Brasil (WHO 2015b, Brasil 2019b); ja em
outras regides, a terapia combinada de artemisinina € utilizada juntamente com a
primaguina como estratégia alternativa de tratamento (WHO 2015b). Um outro fator
que pode dificultar o tratamento é o fato da primaquina ser altamente toxica para
pessoas com deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), por causar
hemolise (Baird et al. 2016). Em vista destas probleméaticas, se torna necessario
reforcar os estudos para utilizacdo de novas drogas contra P. vivax.

Embora anteriormente se acreditasse ser uma infecgdo benigna, P. vivax
agora € bem reconhecida como uma causa significativa de doenca grave em
diferentes areas endémicas (Olliaro et al. 2016), podendo levar inclusive ao 6bito de
alguns pacientes (Tijitra et al. 2008, Baird 2013, Andrade et al. 2010, Martins et al.
2014). E possivel que a resisténcia & medicamentos e as alteracdes em evolugéo
gendmica do parasito tenham resultado em respostas imunes desreguladas
contribuindo para a gravidade das infec¢gdes (Dayanand et al. 2018).

Na malaria grave por P. vivax, a anemia grave e lesdo pulmonar aguda sao as
manifestagbes mais comumente relatas; ja a acidose metabdlica, coma e outras
complicagcbes neurologicas ocorrem com menos frequéncia (Anstey et al. 2012). No
Brasil, no trabalho de Lacerda et al. (2012), em Manaus, foram feitas autdpsias de
pessoas infectadas com P. vivax com sindrome do desconforto respiratorio agudo e
foram encontradas hemacias parasitadas nos capilares pulmonares, apos remoc¢ao
dos parasitos do sangue periférico pelo tratamento, mostrando que pode ocorrer
sequestro de hemdacias parasitadas, contribuindo para respostas inflamatérias em
orgaos afetados. De qualquer forma, existe uma lacuna critica no conhecimento
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atual sobre a biologia, fisiopatologia e imunidade na infeccéo por P. vivax (Dayanand
et al. 2018). Sdo necessarios mais estudos para entender a patogénese relacionada
a doenca grave causada por P. vivax (Lacerda et al. 2012).

A predominédncia de P. vivax em algumas das regides mais densamente
povoadas e empobrecidas do mundo, juntamente com sua, agora comprovada,
associacdo com desfechos graves e fatais, mostra a importancia de reverter a
negligéncia historica em relacéo a essa infeccdo (Howes et al. 2016). Todos esses
aspectos da biologia de P. vivax representam grandes desafios para o controle e
eliminagdo da malaria por essa espécie (Adams & Mueller 2017). Melhorar a
compreensao de sua biologia e como ela difere de P. falciparum para que possa
ocorrer um melhor direcionamento das pesquisas e intervengdes para intensificar o
controle e possivelmente eliminar a malaria por P. vivax é uma necessidade urgente
(Olliaro et al. 2016).

2.5. Diversidade genética de P. vivax

Marcadores genéticos sao ferramentas Uteis para avaliar a estrutura
populacional de P. vivax, como demonstrado para populagdes brasileiras e de outros
locais do mundo (Ferreira et al. 2007, Rezende et al. 2010, Batista et al. 2015, Barry
et al. 2015, Koepfli et al. 2011), e para a busca de evidéncias de eventos de selecéo
recentes associados a diferentes fendtipos, como a resisténcia aos farmacos
(Orjuela-Sanchez et al. 2009, Lizcano et al. 2014). A diversidade genética de P.
vivax pode influenciar a estabilidade da transmissdao e o desenvolvimento de
imunidade (Batista 2014) podendo revelar percep¢cbes sobre sua epidemiologia e
dindmica da transmissdo, com o potencial de fornecer ferramentas para apoiar
estratégias de combate ao parasito para o controle da doenca (Rezende 2009).

Andlises da diversidade genética de parasitos sugeriram que as populacdes
de P. vivax sdo mais diversificadas geneticamente (Neafsey et al. 2012, Orjuela-
Sanchez et al. 2013, Jennison et al. 2015) e menos estruturadas que as de P.
falciparum, mesmo em areas de baixa transmissao, indicando que P. vivax pode ser
um parasito mais antigo nos seres humanos e/ou menos suscetivel aos gargalos
populacionais, além de ser mais eficiente na disseminacdo de seus genes (Barry et
al. 2015). O fato de P. vivax ser mais diversificado geneticamente que P. falciparum,

o torna um alvo mais complexo para a intervencao terapéutica (Olliaro et al. 2016).

15



Além da alta diversidade genética, as infec¢bes por P. vivax comumente
contém multiplos clones de parasitos geneticamente distintos que podem surgir de
uma Unica picada de um mosquito carregando uma mistura de parasitos ou da
inoculacao por diferentes mosquitos portadores de variantes genéticas de parasitos
(Koepfli et al. 2011, Havryliuk & Ferreira 2009). A ingestdo de variantes
geneticamente distintas pelo mosquito vetor durante o repasto sanguineo pode
aumentar a geracdo de diversidade genética através da recombinacdo meidtica
(Barry et al. 2015). Além disso, as recidivas da infeccdo por P. vivax devido a
reativacdo de hipnozoitos podem contribuir para o aumento da diversidade de
parasitos (de Souza et al. 2015). Os hipnozoitos originarios de infec¢cdes anteriores
podem se acumular no figado e serem ativados simultaneamente no momento da
nova infeccao resultando na co-circulagdo de cepas diferentes. Acredita-se que,
quando dois ou mais clones geneticamente distintos estdo presentes no mesmo
hospedeiro, a competicdo intra-hospedeiro pode selecionar caracteristicas de P.
vivax que representam grandes desafios a saude publica, como aumento da
viruléncia, aumento da transmissibilidade e resisténcia a medicamentos
antimaléricos (Havryliuk & Ferreira 2009). A hipétese de que a competicao
intraespecifica pode estar associada ao risco de infecgcbes com variantes mais
virulentas, pode ser testada comparando-se a complexidade de infeccdo em
individuos com infec¢@o assintomética e sintomatica diagnosticadas em uma mesma
populacao (Batista 2014).

A avaliacdo das respostas ao tratamento para a infeccdo por P. vivax é
essencial, mas a interpretacao de infec¢des recorrentes em estudos de eficacia de
medicamentos é complicada porque pode resultar de recrudescéncia dos parasitos
sobreviventes do estagio no sangue, novas infec¢cdes ou recaidas causadas pela
ativacdo de hipnozoitos no figado (Van den Eede et al. 2010b). Anteriormente,
acreditava-se que as recaidas eram ocasionadas por variantes distintas da infeccéo
primaria, porém ja se sabe que essas recaidas podem ter origem tanto na reativacéo
de parasitos geneticamente similares aos da infeccdo primaria (hipnozoitos
homologos) ou geneticamente diferentes (hipnozoitos heterdlogos) (Brito & Ferreira
2011). A resisténcia de P. vivax a cloroquina emergiu mais lentamente quando
comparada a P. falciparum; o que pode ter retardado o surgimento dessa resisténcia
€ 0 aumento das taxas de infeccdo multipla, que permite que as recombinacdes

alterem haplotipos de resisténcia (Olliaro et al. 2016).
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Pelo fato de P. vivax ndo poder ser cultivado continuamente in vitro, o
sequenciamento do genoma inteiro tornou-se um meio eficaz para estudar a biologia
do parasito (Luo et al. 2015). O genoma de P. vivax é haploide durante grande parte
do seu ciclo de vida, inclusive no estdgio sanguineo, o que simplifica o
estabelecimento de haplétipos a partir de loci independentes para a genética de
populacdes (Barry et al. 2015). O primeiro esboco da sequéncia do genoma de P.
vivax foi publicado em 2008 por Carlton et al. (2008) usando uma cepa proveniente
de um paciente de El Salvador; este primeiro genoma foi nomeado Salvador | (Sal I).
O genoma nuclear de P. vivax possui ~27 megabases (Mb), ~42,3% de composi¢cao
G-C, ~5500 genes distribuidos em 14 cromossomos. Neste trabalho foi descrito um
total de ~160 microssatélites com comprimento médio de repeticdo de 3,1
nucleotideos e uma média de ndmero de cépias de 19,1 (Carlton et al. 2008). O
genoma mitocondrial de 6 kb (mtDNA) de P. vivax é outra fonte de variagdo bem
estudada. Como o mtDNA é herdado unitariamente, reconstruir conexdes entre
isolados de parasitos individuais é mais direto do que usar loci do genoma nuclear,
que se recombina durante a replicagdo sexual no mosquito (Barry et al. 2015).

Existem vérias classes de marcadores disponiveis para a investigacdo da
diversidade e estrutura populacional de P. vivax. Os principais utilizados sao os
SNPs (single nucleotide polymorphisms — polimorfismos de base Unica) em genes
codificadores de antigenos; entretanto, como os antigenos sofrem a acao do sistema
imune do hospedeiro, seus genes codificadores estdo sob forte pressdo seletiva
positiva, ndo sendo dessa forma considerados marcadores neutros e, por isso, nao
sdo bons marcadores evolutivos (Aradjo 2012). Os SNPs tém taxas de mutacéo
mais lentas que os microssatélites, sendo, portanto, marcadores mais desejaveis
para analises genéticas de populacdes em amplas escalas geograficas (Barry et al.
2015).

Exemplo de genes codificadores de antigenos, sdo os das proteinas de
superficie do merozoita (MSP), que se trata de uma grande familia de proteinas de
superficie envolvidas na interacéo inicial entre os parasitos e as células vermelhas
do sangue (Araujo et al. 2012). Os genes destas proteinas séo de rapida evolucao e
utilizados como marcadores para medir a diversidade e rastrear variantes individuais
do parasito em um individuo. Estes genes contém tanto SNPs como microssatélites
(Barry et al. 2015). Em estudos de diversidade genética de P. vivax foi observado
gue o gene da Proteina de Superficie do Merozoita 1 (mspl) é altamente polimérfico
e que os blocos 1, 3 e 5 de s&o conservados com poucas substituicées, enquanto os
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blocos 2, 4, 6 e 10 sdo altamente variaveis, sendo os blocos 2 e 10 os mais
utilizados como marcadores genéticos (Brito & Ferreira 2011). Os blocos variaveis
mostram extensas variagcdes de sequéncia que consistem em varias substituicdes,
insercbes/delecdes e numeros varidveis de repeticdes curtas, de forma que novos
alelos de mspl podem ser gerados por eventos de recombinacdo mesmo em areas
com baixos niveis de transmissdo de malaria (Putaporntip et al. 2002).

Os microssatélites sdo utilizados para identificar e monitorar a diversidade
genética de P. vivax em todo o mundo (Rezende et al. 2010, Lizcano et al. 2014,
Ferreira et al. 2007, Barry et al. 2015, Koepfli et al. 2011, Congpuong & Ubalee
2017, Manegon et al. 2016). Os microssatélites sdo pequenas repeticbes em seérie
no DNA; cada repeticdo possui entre 1 a 6 nucleotideos que se repetem
continuamente sem interrup¢do com um motivo Unico de repeticao (tipo de repeticdo
perfeita), quando existem bases diferentes intercaladas na sequéncia que se repete
(tipo de repeticdo imperfeita) ou quando uma repeticdo perfeita ou imperfeita esta
associada a outra repeticdo com motivo diferente (tipo de repeticdo composta) (Litt &
Luty 1989, Weber 1990, Sutton 2013). Os alelos diferem no nimero de repeticbes
em série devido a crossing over desigual durante a meiose, ou ao “slippage” ou
derrapagem da DNA polimerase na replicacdo do DNA (Ellegren 2004). Durante o
processo de replicacdo do DNA, as fitas complementares podem se parear de modo
errado ocorrendo um erro durante a replicacao, resultando no ganho ou na perda de
uma unidade repetitiva (Ellegren 2004). A diversidade nos microssatélites depende
do namero de repeticdes, ou seja, do tamanho do arranjo. Arranjos longos sao mais
variaveis do que o0s curtos, ja que o0s erros na replicacdo aumentam
exponencialmente com o aumento no comprimento do arranjo, tornando o marcador
mais polimérfico (Imwong et al. 2007a, Rezende et al. 2010, Sutton 2013). Séo
utilizados como marcadores genéticos por possuirem um alto nivel de polimorfismo,
um tamanho pequeno e serem de facil deteccdo em protocolos de biologia
molecular, sendo amplamente utilizados em estudos de genética de populacdes
(Russell et al. 2006, Batista 2014).

2.6. Estudos prévios da diversidade genética de populagdes de P. vivax

atraves da genotipagem de microssatélites

Ja foi demonstrado em populagbes de diferentes regibes da Amazbnia
brasileira que o P. vivax apresenta alta diversidade genética e alta proporcdo de
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infec¢des por clones multiplos como no Acre (Ferreira et al. 2007; Orjuela-Sanchez
et al. 2009), Amapa, Rondbnia, Para e Amazonas (Rezende et al. 2010; Batista et al.
2015). Na América Latina ha estudos na Coldmbia (Menegon et al. 2016), Venezuela
(Chenet et al. 2012), México (Gonzalez-Ceron et al. 2013). Também h& publicacbes
mostrando essa alta diversidade em outros locais do mundo como em Papua Nova
Guiné (Koepfli et al. 2011, Koepfli et al. 2013), Ilhas de Saloméao (Koepfli et al. 2013),
Camboja (Orjuela-Sanchez et al. 2013), Tailandia (Congpuong & Ubalee 2017) e
Vietnad (Van den Eede et al. 2010b). Possivelmente para P. vivax, as inoculacdes
policlonais repetidas e a presenca de hipnozoitos que podem reativar a qualquer
momento mantém a populacédo de parasitos altamente diversa e com infecces por
multiplos clones em todo o mundo, mesmo em &areas de baixa intensidade de
transmissao (Havryliuk e Ferreira 2009, Van den Eede et al. 2010b).

Ferreira et al. (2007). compararam a diversidade genética de populacbes
simpatricas de P. vivax e P. falciparum, em uma area de baixa endemicidade no
Acre, e observaram que as populacbes de P. vivax eram mais diversas e
compreendiam mais infeccbes com multiplos clones que isolados simpatricos de P.
falciparum. Os mesmos resultados foram encontrados na Venezuela (Chenet et al.
2012) e no Camboja (Orjuela-Sanchez et al. 2013). No trabalho de Menegon et al.
2016 utilizando amostras do Brasil, Colémbia, india e Papua Nova Guine, foi
observado que as populagBes de P. vivax dos quatro paises foram mais diversas
gue as de P. falciparum e as populacdes de P. vivax eram distintas entre os quatro
paises, de forma que nenhum haplétipo foi compartilhado entre as populagées.

Em outro trabalho feito no Brasil, Rezende et al. (2010) genotiparam amostras
de quatro areas da Amazobnia brasileira: Macapa (AP), Porto Velho (RO), Augusto
Corréa (PA) e Manaus (AM) utilizando 11 microssatélites e foi demostrado que
isolados de areas geogréficas distintas exibem extensa diversidade genética dentro
e entre as populacdes estudadas. Outro estudo realizado durante trés anos em
assentamentos agricolas em Remansinho (AM), na Amazonia rural brasileira (Batista
et al. 2015) utilizando 14 microssatélites, revelou uma diversidade genética
moderada a alta, uma grande proporgdo de multiplos clones e forte desequilibrio de
ligacdo multilocus (associagdo ndo aleatéria de alelos de loci diferentes). Um Unico
haplétipo de microssatélites foi compartilhado por trés parasitos coletados durante
um surto e todos os outros 81 haplétipos foram recuperados apenas uma vez;
também durante o surto foi encontrada menor diversidade com menor proporcao de
infec¢cdes multiplas e desequilibrio de ligacdo mais forte, o que forneceu um exemplo
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claro da estrutura populacional do parasito em um surto com expansao quase clonal
de parasitos relacionados.

No trabalho realizado por Imwong el al. 2007a em areas de baixa transmissao
de trés paises asiaticos (Tailandia, india e Laos) e cinco locais na Colémbia
utilizando 9 microssatélites, foi encontrada alta diversidade genética de P. vivax em
todos os paises e uma forte diferenciacdo entre os continentes. Genotipos idénticos
foram frequentemente encontrados em populacdes colombianas, contribuindo para
um forte desequilibrio de ligacdo. Esses genoétipos idénticos foram fortemente
agrupados no tempo, consistentes com a transmissao epidémica de clones e
subsequente colapso de associacdes alélicas, sugerindo altas taxas de endogamia e
baixas taxas de recombinacdo efetiva nesse pais. Por outro lado, gendtipos
idénticos eram raros e os loci foram associados aleatoriamente nas trés populagbes
asiaticas, consistentes com maiores taxas de cruzamentos e recombinacdo. Com
isto, ndo houve evidéncia de desequilibrio de ligacdo na india, Laos e Tailandia, mas
na Colémbia foi altamente significativa.

Em relacdo a episddios recorrentes de maléria por P. vivax, no trabalho de
Van den Eede et al. (2010b) realizado no Vietnd, utilizando 17 microssatélites, foi
encontrada uma alta rotatividade de diferentes gendétipos presentes nos episodios
subsequentes de malaria; 83% dos episbédios recorrentes tiveram um perfil de
gendtipos diferente em comparagcdo com infeccBes anteriores. Resultado
semelhante foi encontrado na Colémbia (Menegon et al. 2016) e no Brasil (Orjuela-
Sanchez et al. 2009; Araujo et al. 2012). No trabalho de Menegon et al. (2016) foram
genotipadas quatro amostras de recorréncia utilizando 7 microssatélites. Nessas
amostras, o isolado identificado na infeccdo primaria apresentava um haplétipo de
microssatélites diferente  daquele identificado no episédio subsequente
correspondente. Os autores sugeriram que 0S quatro pacientes tiveram recaidas por
ativacdo de hipnozoitos heterdlogos, ou seja, diferentes dos parasitos encontrados
na infeccdo primaria. No trabalho de Araujo et al. (2012), foram utilizados 8
microssatélites e os blocos 2 e 10 do gene mspl para genotipar amostras de 30
pacientes pareados de infeccdo primaria/recaida. Neste trabalho foi encontrada uma
alta frequéncia de infeccbes por multiplos clones tanto na infec¢éo primaria, quanto
nas recaidas e a maioria dos parasitos envolvidos na recaida mostrou haplotipos
distintos dos da infec¢éo primaria, ou seja, hipnozoitos heterélogos. Estes resultados
também corroboram com o encontrado em uma éarea de baixa transmissdo na
Amazoénia rural brasileira (Orjuela-Sanchez et al. 2009), no qual foram genotipadas
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28 amostras de infecgdo e recorréncia utilizando 14 microssatélites e foi encontrado
que os isolados eram muito diversos e raramente compartilharam o mesmo
haplétipo, indicando que recorréncias frequentes ndo favorecem a persisténcia ou
reaparecimento de linhagens clonais de parasitos na populagéo. Nesse trabalho, a
maioria das infeccbes recorrentes envolvia parasitos geneticamente distintos,
consistentes com novas infec¢cdes ou reativacdo de hipnozoitos heterdlogos. Os
autores acreditam que o fato de haplétipos idénticos raramente serem
compartilhados entre isolados sugere que novos haplétipos séo rapidamente
gerados por mutagdo ou recombinagdo ou introduzidos pela migragéo.

Embora existam trabalhos mostrando a diversidade genética de P. vivax na
Amazonia brasileira, esses utilizaram amostras de um curto espaco de tempo, no
maximo trés anos. Faltam estudos que mostrem a diversidade do parasito em um
longo periodo de tempo em uma mesma area, o que foi realizado no presente
estudo; além disso, uma melhor compreensdo da epidemiologia, diversidade,
distribuicdo e dinamica de transmissdo de P. vivax em diferentes niveis de
transmissao, permitird que os programas de controle montem estratégias especificas
que visem a biologia caracteristica desse parasito e ajude a monitorar o impacto de
uma intervencdo determinada tendo como visao a eliminacdo da doenca (Manegon
et al. 2016, Olliaro et al. 2016).

3. JUSTIFICATIVA

A epidemiologia da maléaria varia entre diferentes regides geograficas como
consequéncia das interacdes entre o parasito e os hospedeiros humano e vetor e o
meio ambiente. Por este motivo, é importante conectar dados epidemiolégicos com a
genética parasitaria a fim de entender a distribuicdo e 0 comportamento do parasito.
Sendo P. vivax a espécie mais prevalente na Amazoénia brasileira, a mais dificil de
controlar e nos ultimos anos estar associada a casos graves de malaria (Oliveira-
Ferreira et al. 2010), assim como 0 aparecimento da resisténcia aos medicamentos
antimalaricos (Lizcano 2013, Chehuan et al. 2013), uma melhor compreensédo da
dindmica de transmissao e genética populacional desta espécie é crucial para prever
o surgimento e disseminacdo de novos fendtipos do parasito com importantes
implicagBes para a saude publica, tais como novos padrdes reincidentes, resisténcia
aos medicamentos e aumento da viruléncia (Brito & Ferreira 2011). Estratégias
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efetivas de combate ao parasito sao essenciais para o controle e eliminagdo da
doenca, e estas dependem do entendimento de diversos fatores como, por exemplo,
a variabilidade genética e a estrutura populacional de P. vivax. Contudo, existem
poucos trabalhos de estudo populacional de P. vivax, comparado com a quantidade
de estudos sobre o P. falciparum. A magnitude da regido amazonica brasileira faz
com que a epidemiologia da malaria seja muito variavel, sendo, portanto, esta regido
particularmente interessante para a analise da estrutura populacional (Rezende et al.
2010). O trabalho aqui apresentado se prop0s a determinar o padréo de diversidade
genética de P. vivax de amostras clinicas de pacientes sintomaticos e com infec¢éo
assintomatica de uma éarea rural e uma urbana do municipio de Barcelos, regides
altamente endémicas para malaria com presenca de casos de P. vivax e P.
falciparum, em um local de dificil acesso geogréfico e cujos moradores vivem em
condi¢cdes socio sanitarias precarias (Sousa 2015). A maioria dos trabalhos
realizados sobre a genética de P. vivax no Brasil e no mundo utilizaram amostras em
um curto espaco de tempo e o presente trabalho estudou amostras de um longo
periodo de tempo (10 anos) de uma mesma area a fim de examinar a dinamica
temporal do parasito. Além da dindmica temporal, comparar a coexisténcia de
gendtipos distintos em um mesmo individuo (infeccdo por multiplo clone) em
individuos com infecc@o assintomatica e sintomatica pode permitir testar a hipétese
de que a competicao intraespecifica pode estar associada ao risco de infec¢cdes com
clones mais virulentos, mais propensos a causarem sintomas. Varios paises estdo
empenhados na eliminacdo dessa doenca até o ano 2030 (WHO 2019). Um dos
empecilhos para que essa eliminacdo aconteca tem a ver com 0O pouco
conhecimento de uma série de aspectos como a dindmica da transmissao, a biologia
e a genética de P. vivax que tem sido considerado um parasito negligenciado. Por
estes motivos, estudar a diversidade de P. vivax que estd amplamente distribuido
nas areas de estudo pode ajudar a monitorar e criar novas estratégias de controle
e/ou eliminacdo da malaria por este parasito, o principal problema de saude dessas

areas.

3.1. Perguntas e Hipo6teses

3.1.1. Perguntas

* Qual é a diversidade genética de Plasmodium vivax em Barcelos?
+ Existe diferenca nesta diversidade entre a area urbana e rural do municipio?
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3.1.2.

Existem infec¢des geneticamente multiplas nos individuos infectados com o
parasito nesta regiao?

O perfil de diversidade genética pode variar em relacdo ao tempo e
epidemiologia da malaria?

Podemos associar o perfil de diversidade genética com o desfecho clinico do

individuo (se sintomatico ou infec¢cédo assintomatica)?

Hipoteses

Isolados de Plasmodium vivax circulantes no municipio de Barcelos
apresentam alta diversidade genética, bem como, existe diferenca nesta
diversidade entre area urbana e rural.

Nos individuos portadores deste parasito ocorrem infec¢cdes geneticamente
multiplas.

O perfil de diversidade genética varia em relacdo ao tempo e epidemiologia

da maléaria e podem estar associados com o desfecho clinico do individuo.

4. OBJETIVO GERAL

Determinar o perfil de diversidade genética e estrutura populacional de isolados de

Plasmodium vivax e sua associagdo com as caracteristicas epidemiolégicas da

maléria no periodo de dez anos em uma éarea de alta endemicidade para maléria na

regido do médio rio Negro, Amazonas, Brasil.

4.1. Objetivos especificos

- Estabelecer o perfil epidemioldgico da maléria no municipio de Barcelos;

- ldentificar e determinar as frequéncias alélicas e haplotipos dos marcadores

genéticos de P. vivax estudados na populacao;

- Determinar a proporcdo de infecgcbes de P. vivax geneticamente mudltiplas

(coexisténcia de mais de uma variante genética do parasito infectando o mesmo

individuo);
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- Comparar 0s genotipos dos isolados de P. vivax de individuos provenientes da

area rural e urbana do municipio;

- Comparar os genétipos dos isolados de P. vivax coletados na area urbana em
diferentes periodos (distancia temporal);

- Relacionar o perfil de diversidade dos marcadores genéticos estudados com a

incidéncia de malaria ao longo do tempo;

- Relacionar o perfil de diversidade dos marcadores genéticos estudados com a

localidade de coleta (distancia espacial);

- Relacionar o perfil de diversidade dos marcadores genéticos estudados com o

desfecho clinico dos individuos (se sintomaticos ou assintomaticos);

5. METODOLOGIA

5.1. Area e populacéo de estudo

O municipio de Barcelos esta localizado no médio rio Negro, norte do estado
do Amazonas. A sede urbana do municipio encontra-se nas coordenadas 0°58° 11"
latitude norte e 62°56” longitude oeste. A altitude média é de 40 metros acima do
nivel do mar e faz fronteira com os municipios de Santa Isabel do Rio Negro ao
oeste, Novo Airdo ao sudeste, Marda ao sudoeste, com o estado de Roraima ao
leste e com a Venezuela ao Norte (Andrade 2005; Cevallos 2001). Tem uma area de
122.475 quildmetros quadrados, sendo o segundo maior municipio do Brasil em
extensdo territorial, apés o municipio de Altamira, no Para (Figura 5.1). A populacéo
estimada no ano de 2015 foi de 27.433 pessoas (IBGE 2015). A sede municipal
situa-se na margem direita do rio Negro e dista da capital do estado do Amazonas
(Manaus) a 390 km em linha reta e 496 km por via fluvial. Fatores ambientais como o
clima quente e Umido, com temperatura média anual de 28°C (20-38°C), indice
pluviométrico médio anual de 2.286,2 mm e umidade relativa do ar de 83%,
notadamente em certos periodos do ano, sdo favoraveis ao mais rapido
desenvolvimento do plasmdédio no vetor e dos proprios anofelinos (WHO 2007).

24



O municipio é uma é&rea altamente endémica para malaria com 6.292 casos
notificados em 2018 e uma Incidéncia Parasitaria Anual (IPA) de 229,9 casos por mil
habitantes, caracterizando a area como de alto risco epidemioldgico (SIVEP 2020).

Para o presente estudo, a populacdo deste municipio foi dividida em duas
areas:

Area 1: Area urbana do municipio compreendendo os bairros: Centro, S&o
Sebastido, S8o Francisco, Marara, Mariua, Nazaré, Aparecida, Paz, S&o Lazaro e
S&o Pedro (Figura 5.1). O bairro de Sao Sebastido (Figura 5.2), o maior em
extensdo e numero de habitantes, encontra-se préximo do lgarapé do Salgado, o
maior criadouro de mosquitos da area urbana da cidade e possui um posto de saude
gue atende a populacdo com uma estrutura minima para a realizacdo de exames de
baixa complexidade como a gota espessa e administram o tratamento antimalérico
(Sousa 2015). No centro de Barcelos também existe um hospital que atende todo o
municipio. No bairro Sdo Francisco e Aparecida também ha postos de salude onde
funciona a Estratégia da Saude da familia e coleta de gotas espessas para
diagndstico de malaria.

Area 2: Comunidades ribeirinhas localizadas ao longo do rio Padauiri: Act-ac,
Acuquaia, Arardo, Ararinha, Castanho, Sdo Pedro e Tapera (Figuras 5.3 € 5.4). O rio
Padauiri € um afluente da margem esquerda do rio Negro sendo o limite entre os
municipios de Barcelos e Santa Isabel do Rio Negro, é uma area de dificil acesso
dentro do municipio e possui alta incidéncia de maléaria, cuja epidemiologia esta
sendo descrita desde o ano 2002 por pesquisadores do Laboratério de Doencas
Parasitarias do Instituto Oswaldo Cruz (IOC) (Suarez-Mutis 2007, Sousa 2015). Este
rio caracteriza-se pela presenca de trabalhadores extrativistas de piagcaba, que se
deslocam frequentemente de uma area para outra do rio e que desde muito tempo
tem sido considerada uma area altamente endémica para maléaria (Suarez-Mutis &
Coura 2007).
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Figura 5.1: Mapa do municipio de Barcelos mostrando os bairros da area urbana.
Elaborado por: Rafael Santos.

Figura 5.2: Area urbana do estudo: (1) Barcelos; (2) bairro de S&o Sebastido (3)
Igarapé do Salgado/Sé&o Sebastido. Fonte: Sousa 2015.
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Figura 5.3: Mapa do municipio de Barcelos mostrando as comunidades do rio
Padauiri (area rural). Elaborado por: Rafael Santos.
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Figura 5.4: Comunidades do rio Padauiri (1) Tapera; (2) Acu-Acu; (3,4) Acuquaia.

Fonte: Sousa 2015.

27




5.2. Desenho do estudo

Trata-se de um desenho misto de estudos observacionais descritivos com um
estudo retrospectivo baseado nos dados da vigilancia epidemioldgica e uma série de
estudos transversais realizados no municipio de Barcelos nho Amazonas no periodo
de 2002-2016, periodo no qual foram coletadas amostras clinicas de individuos

infectados com Plasmodium vivax.

5.2.1. Estudo retrospectivo

Foram utilizados dados secundarios referentes ao periodo de 2003 até 2018
usando como fonte de informacéo o SIVEP-Malaria.

Foram utilizadas as seguintes varidaveis a partir dos casos positivos por local
provavel de infeccao: (1) temporal (ano, més), (2) demograficas (sexo e faixa etaria)
e (3) parasitolégica (espécie de Plasmodium).

Para a andlise temporal, foram elaborados graficos com base na curva
endémica, que foi construida calculando-se as médias e os desvios padrbes dos
casos por més no periodo estudado (2003-2018). Os meses que ultrapassaram o0
valor da média mais o desvio padréo foram excluidos. Apds a excluséo, os desvios
padrées mais as médias foram recalculados para cada més e foi construido o grafico
da curva endémica, no qual o limite superior foi calculado com o desvio padrao mais
a média e o limite inferior com o desvio padrdo menos a média de casos. Foram
classificados como epidémicos 0s meses/anos com o numero de casos que excedeu
o limite superior da curva endémica.

Estas informacdes permitiram conhecer a situacdo epidemiolégica do

municipio de estudo.

5.2.2. Estudos seccionais

Entre 2002 e 2016 foram realizados varios estudos seccionais em diversos
projetos que objetivavam estudar a epidemiologia da malaria e da infeccao
assintomatica no municipio de Barcelos (Figura 5.5). Durante esses estudos foram
coletadas em total 1.475 amostras das quais 411 foram positivas para o P. vivax por
gota espessa e/ou no diagndstico molecular. No total foram utilizadas 332 amostras,
sendo 78 (23,5%) da area rural e 254 (76,5%) da area urbana. As amostras da area
rural foram coletadas no periodo de 2002 a 2004, em quatro cortes seccionais sendo

gue algumas dessas amostras foram recuperadas do mesmo individuo, porém em
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diferentes momentos. No ano de 2002 (corte 1) foram coletadas 15 amostras, em
2003 foram feitos dois estudos transversais, um no més de maio (corte 2), no qual
foram coletadas 23 amostras e outro no més de dezembro (corte 3), no qual foram
coletadas 29 amostras e 2004 (corte 4) com 11 amostras. Na area urbana foram
feitos estudos transversais no periodo de 2006-2016. Em 2006 foram coletadas 65
(25,6%) amostras, 7 anos depois, em 2013 foram coletadas 10 (3,9%) amostras, em
2014, 39 (15,3%) amostras, em 2015, 68 (26,7%) amostras e em 2016, 72 (28,4%)

amostras.

/ Estudos seccionais \

Area urbana (2006-2016) Area rural (2002-2006)
254 amostras 78 amostras

Os individuos foram informados sobre os objetivos e atividades do estudo
e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Coleta de sangue periférico e gota espessa

Individuos com gota espessa positiva e/ou na PCR para qualquer uma das
especies do Plasmodium sp.

Com sintomas clinicos
associados a malaria

|
| Malaria clinica | |
Infeccao assintomatica

Sem sintomas da malaria 30 dias antes e
depois de coletadas as amostras bioldgicas

Figura 5.5: Fluxograma dos estudos seccionais.

5.2.2.1. Recrutamento dos individuos

Na area rural todos os individuos presentes durante os trabalhos de campo
foram convidados a participar do estudo de tal forma que se trabalhou com o censo
populacional por ser pequenas localidades. Na area urbana a estratégia adotada foi
através de busca passiva dos casos de malaria nas unidades de saude e busca
ativa com rastreamento domiciliar para a procura de individuos com infeccao
assintomatica. Todos os individuos foram devidamente informados sobre os
objetivos e atividades do estudo e foram convidados a participar apés leitura do
termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) e responderam um questionario

individual para obtencédo dos dados demogréaficos e de informacgbes pregressas de
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malaria. O recrutamento so foi realizado com os individuos que aceitaram participar
e assinaram voluntariamente o TCLE.

Critérios de inclusao: Individuos com mais de dois anos de idade, moradores
do municipio de Barcelos e que concordassem patrticipar da pesquisa.

Critérios de exclusédo: Individuo que nao fornecesse material para os estudos
sanguineos ou o material fosse insuficiente. Individuos sem sintomas no momento
da coleta da amostra que nao foram acompanhados por 30 dias depois da coleta

para poder confirmar ou descartar infec¢éo plasmodial assintomética.

5.2.2.2. Coleta das amostras

De todos os individuos foi realizado o exame de gota espessa que foi corado
e lido por microscopistas experientes do programa de controle de maléria no
municipio de Barcelos. Também foram coletados 5mL de sangue periférico em tubo
a vacuo contendo Acido Etilenodiamino Tetra-Acético (EDTA) como anticoagulante e
congeladas a -20°C. Esse material foi transportado ao Laboratério de Doencas
Parasitarias do Instituto Oswaldo Cruz e ficou guardado em freezers de
biorrepositorio do laboratorio. O sangue coletado foi utilizado para extracdo de DNA,
diagnéstico molecular de Plasmodium spp. (nested PCR - Reacdo em Cadeia da

Polimerase) e para os demais experimentos relacionados neste trabalho.

5.2.2.3. Definicdo de casos

ApOs o0 exame de gota espessa e PCR diagndstico, juntamente com as
informacBes dos questionarios, os individuos foram agrupados segundo a defini¢do
de casos:
Malaria clinica: definida como todo individuo com gota espessa positiva e/ou na
PCR para qualquer uma das espécies de Plasmodium sp. e com sintomas clinicos
associados a doenca. Uma vez coletadas, as informagfes e as amostras bioldgicas
destes pacientes, os mesmos foram tratados segundo a espécie parasitaria usando
0S esquemas preconizados pelo Ministério de Saude do Brasil.
Infeccdo assintomética: definida como todos os individuos positivos para o
Plasmodium sp. na gota espessa e/ou na PCR que ndo tenham apresentado
sintomas da doenca 30 dias antes e depois de coletadas as amostras biologicas e
sem ter tomado medicamentos antimalaricos nem antibiéticos no mesmo periodo.
Essas séo as definicdes usadas pelo Grupo Brasileiro de Consensos em estudos de
infeccdo plasmodial assintomética. No entanto, nesta pesquisa, todos os individuos
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positivos na gota espessa no momento do recrutamento, mesmo sem sintomas,
foram tratados com os esquemas preconizados pelo Ministério da Saude, pois por
ser area endémica ndo era ético ndo fazer o tratamento, pois esses individuos se
converteriam em fonte de infeccdo para os vetores. A equipe de pesquisa
permaneceu em campo até 30 dias depois de ter coletado a amostra para conferir a
inexisténcia de sintomas nesse periodo, pois 0s pacientes poderiam estar em
periodo de incubacdo. O fluxograma dos estudos seccionais pode ser visto na

Figura 5.5.

5.2.3. Estudos laboratoriais

O DNA do parasito foi extraido a partir de sangue coletado dos individuos e
utilizado para a PCR diagnostica e a amplificacdo dos marcadores de
microssatélites. Foram selecionados individuos com infeccdo pelo P vivax. O

fluxograma dos estudos laboratoriais pode ser visto na figura 5.6.

Sangue total

|

PCR diagnéstico Extrac3o de
(nested) Snounou e / DQNA

colaboradores (1993)

A4

Genotipagem dos microssatéllites e dos blocos 2 e 10 de msp1

|

Amplificacao utilizando a reacao em cadeia da polimerase (PCR)

v

GeneScan™ 500 LIZ™ dye Size Standard

v
Os alelos foram visualizados e marcados utilizando uma eletroforese capilar
em um sequenciador automatico de DNA (sequenciador 48 capilar ABI-3730,
AppliedBiossystems) e os dados analisados com o software GeneMapper
versao 4.1 (AppliedBiosystems)

Figura 5.6: Fluxograma dos estudos laboratoriais.

5.2.3.1. Extragc&o de DNA gendmico
Realizada a partir de 300ul do sangue total através da utilizacdo do kit
comercial Wizard® Genomic purification (Promega). Foi utilizado o protocolo do

fabricante: foram adicionados 900ul de solucéo de lise de células a um microtubo de
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1,5 ml estéril e transferidos 300ul de sangue para este tubo. O tubo foi invertido de 5
a 6 vezes para misturar e incubado durante 10 minutos a temperatura ambiente para
lisar os glébulos vermelhos. Apos a incubacédo o tubo foi centrifugado a 13,000-
16,000 x g durante 20 segundos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi
descartado sem ressuspender o sedimento (pellet). O tubo foi entdo agitado no
vortex vigorosamente até que as células brancas estivessem ressuspensas. Foi
adicionada a solucéo de lise nuclear (300 pl) ao tubo. A solucéo foi pipetada de 5 a 6
vezes para lisar os globulos brancos até ficar viscosa. Foi adicionada a solu¢do de
precipitacdo de proteinas (100 pl) ao lisado nuclear e o tubo foi agitado no vértex
vigorosamente por 10 a 20 segundos e centrifugado a 13,000-16,000 x g durante 3
minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi transferido para um microtubo
de 1,5 ml com 300ul de isopropanol a temperatura ambiente e centrifugado a
13,000-16,000 x g durante 1 minuto a temperatura ambiente. O DNA foi visivel como
um pequeno pellet branco. O sobrenadante foi descartado e foram adicionados ao
DNA (pellet) 300 ul de etanol 70% a temperatura ambiente. O tubo foi invertido
suavemente varias vezes para lavar o pellet de DNA e as paredes do tubo. O DNA
foi centrifugado a 13,000-16,000 x g durante 1 minuto a temperatura ambiente. O
etanol foi cuidadosamente aspirado usando uma pipeta Pasteur. O tubo foi invertido
em papel absorvente e 0 DNA seco durante 10 a 15 minutos. Apds a secagem foi
adicionada a solucao reidratante (100ul) ao tubo e o DNA incubado a 65°C durante 1
hora. O DNA foi armazenado a 2-8°C para posterior uso nas reacdes de PCR.

5.2.3.2. PCR diagnéstico para maléria

A PCR diagnéstica trata-se de uma reacdo de PCR aninhada (nested). O
procedimento baseou-se no protocolo de Snounou et al. (1993) com algumas
modificacdes (Suarez-Mutis et al. 2007). Realizou-se uma primeira amplificagdo com
PCR para a identificagdo de um fragmento género-especifico seguido de uma
segunda amplificacdo de um fragmento espécie-especifico (nested-PCR). Nao foi
realizada eletroforese entre a primeira e segunda PCR para evitar a contaminacao.

Para a primeira PCR para identificagdo de género foram utilizados os

seguintes iniciadores:

rPLUS §’-CTT GTT GTT GCC TTA AAC TTC-3’ (Tm= 43);

rPLUG 5-TTA AAATTG TTG CAG TTA AAA CG-3’ (Tm=41).
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Foram usados 0s seguintes reagentes com as respectivas concentracdes finais:

Tampado da Taq polimerase 1X, 1,5mM MgCl2, 200 uM dNTPs, 5 pmol do
iniciador 1 (PLU5), 5 pmol do iniciador 2 (PLU 6), Tag-Polimerase (invitrogen) 5U/ul,
DNA (amostra), 10-50ng num volume final de 25ul. Foram inseridos o controle
positivo (amostra ja conhecida de P. vivax) e negativo (H20) em cada reacao.

Realizou-se a amplificacdo segundo o seguinte perfil térmico:

TEMPERATURA °C TEMPO CICLOS
95 5min 1
94 1min
58 2 min 25
72 2min
72 5min 1
4 o0

O produto da primeira reacdo de PCR foi utilizado como molde para realizar a

PCR espécie - especifica. Os iniciadores para a segunda reagao foram:

P. vivax,
rvivi 5-CGCTTCTAGCTTAATCCACATAACTGATAC-3 (Tm=54),

rviv2 5-ACTTCCAAGCCGAAGCAAAGAAAGTCCTTA-3' (Tm=55);

Os reagentes com as respectivas concentracdes finais foram: Tampao da Taq
polimerase 1X, 1,5mM MgClz, 0,22uM dNTP mix, 5pmol de cada iniciador, 0,5U Taq
Polimerase (invitrogen) 5U/ul, 1pl do produto da primeira PCR em um volume final
de 25pl.
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Realizou-se a amplificagdo segundo o seguinte perfil térmico:

TEMPERATURA °C TEMPO CICLOS
95 5min 1
94 1min
65 2 min 30
72 2min
72 5min 1
4 0 1

O resultado da amplificacéo foi visualizado em gel de agarose 2% corado pelo
brometo de etidio (0,5 mg/ml). O tamanho da banda esperada para P. vivax foi de
120pb.

5.2.3.3. Genotipagem das amostras

Para realizacdo destes experimentos, a aluna foi treinada no Laborat6rio de
Malaria do Instituto René Rachou na Fiocruz Minas sob a orientacdo da Dra.
Cristiana Brito dentro do Programa de Mobilidade Académica da Fiocruz. Apos o
treinamento, todos os experimentos foram realizados no Laboratorio de Doencas
Parasitarias do Instituto Oswaldo Cruz no Rio de Janeiro.

Para a genotipagem dos marcadores, foi feita a extracdo do DNA gendmico a
partir do sangue total. Os marcadores utilizados para genotipagem sao especificos
para o genoma de Plasmodium vivax. Foram amplificados seis microssatélites (MS1,
MS2, MS5, MS6, MS7 e MS8) identificados no Laboratorio de Malaria do Instituto
René Rachou (Rezende et al 2010) e os blocos 2 e 10 de mspl utilizando a reagéo
em cadeia da polimerase (PCR) de acordo com uma metodologia previamente
descrita (Rezende et al 2010, Araudjo et al 2012). O gene da Proteina de Superficie
do Merozoita 1 (mspl) possui sete blocos conservados e seis blocos polimorficos,
dos quais os blocos 2 e 10 sdo os mais utilizados como marcadores genéticos em
estudos de genética de populacdes de P. vivax (Putaporntip et al 2002, Brito &

Ferreira 2011). Os microssatélites utilizados no presente estudo séo todos perfeitos,
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sendo MS1 e MS2 com unidades de repeticdo de dinucleotideos (GT e CA
respectivamente); MS5, MS6 E MS7 com repeticdes de trinucleotideos (CAT, TGA e
TAA respectivamente) e MS8 com repeti¢cdes de tetranucleotideos (TGTA).

Sutton 2013 avaliou estatisticamente a qualidade de 42 marcadores
microssatélites utilizados em estudos de diversidade de P. vivax e determinou um
painel com 18 marcadores de alta qualidade, entre os quais estavam o0s
microssatélites utilizados no presente estudo. Sendo esses marcadores ideais para
estudos de diversidade populacional, por descreverem de forma confiavel a estrutura
geral de uma populacdo em funcdo da endemicidade, ao mesmo tempo em que
acomodam uma ampla gama de variacfes polimorficas.

Os marcadores utilizados neste trabalho também foram utilizados em estudos
anteriores na Amazonia brasileira (Rezende et al 2010, Aradjo et al 2012, Lizcano et
al 2014). No trabalho de Araujo et al 2012, foi encontrado que os marcadores MS1,
MS7 e bloco 2 de mspl foram capazes de detectar 97% das infeccbes multiplas.
Portanto, os marcadores se mostraram ideais para estudar a estrutura e diversidade
populacional de P. vivax.

A PCR foi realizada em Termociclador da Applied Biosystems. As
temperaturas de anelamento dos iniciadores e a concentracdo de cloreto de
magneésio variaram de 53,4 °C a 60 °C e de 0,75 mM a 3,00 mM, respectivamente
(Quadro 5.1). O protocolo utilizado pode ser visto em detalhes no Apéndice 1. O
resultado da amplificag&o foi visualizado em gel de agarose 2% corado pelo brometo
de etidio (0,5 mg/ml).

Os iniciadores senso contém fluoresceina (6-FAM) na extremidade 5’ para
realizacdo da genotipagem no sequenciador automatico. Os produtos de PCR
amplificados foram adicionados aos pocos de uma placa de 96 pocos do modelo
MicroAmp™ Fast Optica (Thermo Fisher). A cada pocgo, foram adicionados 8,8 uL de
formamida, 0,2 pL de padréo de peso molecular GeneScan™ 500 LIZ Size Standard
(Thermo Fisher) e 1 pL de produto de PCR para um volume final de 1 OpL.

Os alelos foram visualizados e seus tamanhos identificados utilizando uma
eletroforese capilar em um sequenciador automatico de DNA (sequenciador 48
capilar ABI-3730, Applied Biosystems (Plataforma de Andlise de Fragmentos de
Eletroforese de Capilar PDTIS/Fiocruz, RJ) conforme especificado pelo protocolo do
fabricante. Os resultados da eletroforese capilar foram analisados utilizando o
software GeneMapper versdo 4.1 (Applied Biosystems) para determinar 0s
tamanhos dos fragmentos amplificados em termos de namero de pares de bases e a
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altura dos picos. A altura minima do pico foi ajustada para 150 unidades de
fluorescéncia arbitraria (rFU). O pico mais elevado no electroferograma foi definido
como o alelo predominante; alelos adicionais para 0 mesmo locus foram
considerados quando as alturas dos picos correspondentes tinham pelo menos um
terco da altura do alelo predominante na mesma amostra (Anderson et al. 1999).
Pelo fato de os marcadores utilizados serem todos loci de cOpia Unica e os parasitos
da malaria serem haploides na fase sanguinea do ciclo, o achado de um alelo
adicional em pelo menos um locus no mesmo isolado foi interpretado como uma
coinfeccdo com dois clones geneticamente distintos (infeccdo por maltiplos clones)
(Figura 5.7). Para as analises populacionais, somente o pico predominante foi
utilizado para medir a frequéncia de alelos e para a montagem dos haplotipos, o
segundo pico foi somente utilizado para o célculo da taxa de infec¢cdo multipla. Para
a montagem dos haplétipos foram consideradas somente as amostras

completamente genotipadas.

Quadro 5.1: Sequéncia dos iniciadores utilizados para amplificacdo dos
marcadores. Os iniciadores senso foram marcados com o fluor6foro 6-FAM, com

excecdo dos externos de mspl (bloco 2 e 10).

Microssatélite Senso (5" —. 3" Anti-senso (5" —. 3’) T™ (°C) [Mg+]
PvMS1 CTATCTGAGGAATGGGGA ATTTACTATGACGAAGGTGA 53,4°C 1,50mM
PvMS2 CATCATTTGGGTAAGTCGGG GCAGCCACAAAATCAACACC 60,0°C 1,50mMm
PvIMS5 TGCTATTTGCTCGGTCTGT GAGCGTTATCATCATTAG 56,0°C 1,50mM
PVMSB ACACATTTGACACAGTTCC ATGCCCTGGTCCCTACAA 58,6°C 1,50mM
PVMS7 GTATTCCCCGTCTTGTCC CTTTCTCCGTTCTTATTTCT 56,00C 1,50mM
PvIMS8 TCCGTTGTTTTGTTGCCC CACTTGTTCGTTCCGCTC 60,0°C 1,50mM
msp1bl2 TATGATTTGTTGAGGGCGAAGC* TGCTTTCCATCATCTGGATTTTGC 55,00C 0,75mM

(?r;(;irfnbolg : GACGATATTGGAAAATTGGA CTCCTTCAGCACTTTCACGCGCTT 63,0°C 3,00mM

(internos nested)

msp1bl10 GGAGAACATAAGCTACCTGTCC* GTTGTTACTTGGTCTTCCTCCC 63,0°C 0,756mM
(g;;e; El(ﬁ]) CAAGCCTACCAAGAATTGATCCCCAA | ATTACTTTGTCGTAGTCCTCGGCGTAGTCC 60,0°C 3,00mM
(internos nested)

*Sem o 6-FAM. Primers dos microsatélites de acordo com uma metodologia previamente
descrita (Rezende et al. 2010, Araujo et al. 2012).
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Figura 5.7: Exemplo de analise no programa GeneMapper de uma amplificacdo

usando o MS6 mostrando um pico principal (284pb) e outro adicional (200pb).

5.3. Analise de dados

5.3.1. Estudo retrospectivo

A informacgdo coletada foi armazenada e analisada usando a plataforma
Microsoft Excel® e a versao 7.0 do sotfware Epi Info (Center for Diseases Control
Atlanta -CDC Atlanta, 2014). Em todos os casos foi considerado como

estatisticamente significativo um valor de p< 0,05.

5.3.2. Diversidade de P. vivax

Na area urbana, os resultados da genotipagem foram analisados de forma
geral (para as 254 amostras) e foi feita uma comparacao da genética do parasito nos
cinco anos amostrados - 2006, 2013, 2014, 2015 e 2016 — distancia temporal, entre
individuos com infec¢do assintomética e sintométicos e entre os bairros (distancia
espacial).

Na area rural, foi feita uma andlise geral (2002-2004), sem dividir pelos anos
amostrados. Com os dados obtidos dessa area, foram feitas comparacbes da
genética do parasito em infec¢des seriadas no mesmo individuo e entre individuos
sintométicos e com infec¢do assintomatica.

O numero e a frequéncia dos alelos em cada populacéo foram calculados no
software GenAlEx v6.5 na plataforma Microsoft Excel®. A diversidade genética de P.
vivax foi calculada utilizando os haplétipos predominantes em cada locus por
isolado. O P. vivax € um parasito hapldide na fase sanguinea portanto ndo é
possivel determinar a frequéncia de individuos heterozigotos, para tanto foi

calculada a Heterozigosidade Esperada (Hg), isto €, a chance de que um par de
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alelos aleatoriamente obtidos numa mesma populacédo sejam diferentes. A He pode
ser interpretada como a chance de em um conjunto de amostras da populacéo,
retirando dois individuos e eles juntos formarem um genoétipo heterozigoto para o
locus em estudo. O célculo da He é definido como: He = [n/ (n - 1)] (1 - Y pi?), onde n
€ 0 numero de isolados analisados e pi representa a frequéncia de cada alelo
diferente em um locus (Anderson et al. 1999). O intervalo de potencial é de He = 0
(sem diversidade de alelos) para He = 1 (todos os alelos amostrados sao diferentes).
Para calcular a distancia genética entre as populacées foi usado o indice de Fixag&o
Fst, uma medida de diferenciacdo entre populacbes. Os valores do indice podem
variar de 0 a 1, sendo que quando ndo ha variacdo das frequéncias alélicas entre
duas subpopulagbes, o Fst serd zero, se for acima de zero significa que existe
diferenca nas frequéncias alélicas (Wrigth 1965). Todos esses calculos foram
realizados no programa Arlequin ver 3.5.2.2.

Foram avaliados os diferentes loci distribuidos em diferentes cromossomos do
parasito quanto ao desequilibrio de ligacéo (associacdes ndo aleatdrias de alelos de
loci diferentes) utilizando o céalculo do indice de Associagdo Padronizado (ISx) em
cada populacado, para tanto foi utilizado o software LIAN 3.7 (Haubold & Hudson
2000). Este teste compara a variancia (Vpo) do numero de alelos compartilhados
entre todos os pares de haplétipos observados na populacédo (D) com a variagcao
esperada na associacao aleatoéria de alelos (Ve) da seguinte forma: 15a = (Vb / VE - 1)
(r - 1), onde r € o numero de loci analisados. O Ve é derivado de 10.000 conjuntos de
dados simulados nos quais os alelos foram aleatoriamente reorganizados entre 0s
haplétipos. Um desequilibrio significativo de ligacdo foi detectado se o Vp foi maior
que 95% dos valores derivados dos conjuntos de dados reorganizados. Para o
calculo de desequilibrio de ligacdo foram consideradas somente as amostras
completamente genotipadas.

Para identificar subpopulacdes geneticamente distintas e avaliar sua
distribuicdo temporal, foi utilizado o software STRUCTURE 2.3.4 que emprega
analises bayesianas de estrutura populacional para inferir o numero mais provavel
de populacdes (K) caracterizadas por um conjunto de frequéncias alélicas em cada
locus (Pritchard et al 2000). O programa foi executado 10 vezes para cada valor de
K, que variou de 1 a 8, a andlise envolveu um periodo de burn-in de 10.000
interacbes seguidos por 100.000 intera¢des, usando o modelo de frequéncias de
alelos independentes. O modelo de mistura foi utilizado em todas as andlises, o que
permite a presenca de individuos com ascendéncia em duas ou mais populacdes de
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K. O melhor valor de K (que melhor explica os dados genéticos), foi definido de
acordo com Evanno et al 2005, calculando a taxa de variagdo de K (AK) usando a
ferramenta STRUCTURE HARVESTER verséo 0.6.94 (Earl & vonHoldt 2012).

5.4. Aspectos Eticos

Este projeto faz parte de um projeto maior: “Vigilancia genémica da maléaria na
Amazoénia Brasileira”, (CAAE N° 75000917.7.0000.5248) que foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz (Anexo 1) e
pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) (Anexo 2). Esse projeto
inclui o processamento de amostras coletadas e armazenadas no biorrepositorio do

Laboratério de Doencas Parasitarias desde o ano de 2002.

6. RESULTADOS

6.1. Estudo retrospectivo dos casos de malaria no municipio de Barcelos no
periodo de 2003-2018.

Durante o periodo de 2003 a 2018 foram notificados 67.603 casos de malaria
no municipio de Barcelos com uma média anual de 4.225,2 + 2.134,6 casos. Destes,
66.918 (99%) foram autoctones e 685 (1%) importados, sendo que a média anual de
casos autoctones foi de 4.182 + 2.120,5 (mediana de 3.852) e a de casos
importados foi de 43 + 30,4 (mediana de 43). A incidéncia parasitaria anual (IPA)
variou entre 70,9 e 293 casos por mil habitantes, com uma média anual de 149 +*
67,1 (Figura 6.1).
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Figura 6.1: Série de casos e Incidéncia Parasitaria Anual no municipio de Barcelos

AM, 2003 a 2018. Fonte dos dados: SIVEP- malaria 2020.
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A curva endémica (Figura 6.2) mostra os limites inferior, superior e a média de
casos de malaria esperados no municipio de Barcelos. A curva endémica foi
construida com os dados dos ultimos 16 anos de casos notificados no municipio
excluindo os valores dos anos epidémicos (valores maiores que a média mais um
desvio padrédo). Observa-se que nos meses de margo e entre agosto e outubro hi
um aumento esperado dos casos e no periodo de abril a julho 0 nimero de casos

tende a diminuir.
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Figura 6.2: Curva endémica de casos de malaria no municipio de Barcelos AM, 2003
a 2018. Fonte dos dados: SIVEP- maléria 2020.

A série temporal de casos de malaria de 2003 a 2018 mostra que a partir do
ano 2005 houve uma elevacdo no numero de casos no municipio; neste ano foram
registrados 3.982 casos; os anos de 2006 e 2007 foram considerados epidémicos,
tendo sido registrados 8.505 e 7.105 casos nos dois anos respectivamente e em
2008 as notificagcbes comecam a cair, tendo sido registrados 4.056 casos; 0s casos
foram diminuindo no decorrer dos anos, chegando a 2.154 em 2011. Entretanto, em
2014 voltaram a crescer, tendo sido registrados 3.862 casos. No ano de 2015 houve
duas epidemias nos meses de abril e agosto e em 2016 nos meses de outubro e
novembro; foram registrados 4.207 e 3865 casos nestes dois anos respectivamente.
A partir dai o numero de casos continuaram a crescer no municipio e o ano de 2017
foi considerado epidémico tendo sido registrados 8.129 casos, no ano de 2018 os
casos diminuiram, mas ainda com meses epidémicos (janeiro, fevereiro, abril,

outubro, novembro e dezembro) com um total de casos de 6.292 (Figura 6.3).
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Figura 6.3. Série temporal de casos de malaria no municipio de Barcelos AM, 2003 a
2018 e curva endémica dos casos esperados no periodo. Fonte dos dados: SIVEP-
malaria 2020.

O diagrama de controle mostra que no ano 2005 houve a partir de marco um
aumento de casos chegando até a zona de alarme, com risco de epidemia que foi

efetivamente deflagrada no més de agosto desse ano (Figura 6.4).
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Figura 6.4: Diagrama de controle de casos de malaria no municipio de Barcelos AM,
2005. Fonte dos dados: SIVEP- malaria 2020.

Os anos 2006 (Figura 6.5) e 2007 (Figura 6.6) foram epidémicos com uma
grande elevacdo no nimero de casos em todos os meses. No ano 2006, o més de
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setembro foi 0 que atingiu 0 maior nimero de casos (1.290), quase trés vezes maior
que o esperado; no ano 2007, neste mesmo més, foram registrados 849, quase

duas vezes maior que o esperado para o periodo.
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Figura 6.5: Diagrama de controle de casos de malaria no municipio de Barcelos AM,
2006. Fonte dos dados: SIVEP- malaria 2020.
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Figura 6.6: Diagrama de controle de casos de malaria no municipio de Barcelos AM,
2007. Fonte dos dados: SIVEP- malaria 2020.

A partir do més de fevereiro do ano 2009, os casos voltaram ao nivel de
endemicidade esperado, mantendo esta tendéncia até 2014. Em 2015 ocorreram
duas epidemias nos meses de abril e agosto (Figura 6.7); em 2016, o més de
outubro foi epidémico (Figura 6.8). Desde entdo, houve um grande aumento no
namero de casos no municipio e os anos de 2017 (Figura 6.9) e 2018 (Figura 6.10)

foram considerados epidémicos com uma grande elevacdo no numero de casos em
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todos os meses. No ano de 2017, o més de setembro foi 0 que atingiu 0 maior
namero de casos (1.121), quase trés vezes maior que o esperado; no ano 2018, no
més de novembro, foram registrados 820, quase trés vezes maior que o esperado

para o periodo.
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Figura 6.7: Diagrama de controle de casos de malaria no municipio de Barcelos AM,
2015. Fonte dos dados: SIVEP- malaria 2020.
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Figura: 6.8: Diagrama de controle de casos de malaria no municipio de Barcelos AM,
2016. Fonte dos dados: SIVEP- malaria 2020.
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Figura: 6.9: Diagrama de controle de casos de malaria no municipio de Barcelos AM,
2017. Fonte dos dados: SIVEP- malaria 2020.

900
a00
700
g00
300
400
300
200
100

Casos

Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez

Limite inferior = =~ Média = = = Limite superior = 2018

Figura: 6.10: Diagrama de controle de casos de malaria no municipio de Barcelos
AM, 2018. Fonte dos dados: SIVEP- maléria 2020.

6.1.1. Espécie parasitaria

Em relagdo a espécie de Plasmodium no periodo de 2003 a 2018 foram
notificados 13.433 (19,9%) casos de P. falciparum, 52.618 (77,8%) de P. vivax,
1.019 (1,5%) de infecgao mista (P. falciparum + P. vivax) e 44 (0,1%) de P. malariae
(Tabela 6.1). Em todo o periodo, o P. vivax foi a espécie mais prevalente entre os
casos. Nos anos epidémicos (2006, 2007 e 2017), o P. vivax ultrapassou o valor de

5.000 casos em cada ano (Figura 6.11).
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Tabela 6.1: Casos totais de acordo com a espécie de Plasmodium sp. no municipio
de Barcelos AM, 2003 a 2018.

F V F+V M Total %F %V %Mista
2003 41 2117 0 0 2158 1,9 98,1 0
2004 142 1947 0 2095 6,8 92,9 0,3
2005 734 3209 39 0 3982 18,4 80,6 1
2006 2866 5358 281 0 8505 33,7 63 3,3
2007 1848 5060 197 0 7105 26 71,2 2.8
2008 983 3013 60 0 4056 24,2 74,3 1,5
2009 387 2739 14 0 3140 12,3 87,2 0,4
2010 942 2272 33 0 3247 29 70 1
2011 464 1672 18 0 2154 21,5 77,6 0,8
2012 281 2091 11 0 2383 11,8 87,7 0,5
2013 409 1970 43 1 2423 16,9 81,3 1,8
2014 515 3315 24 8 3862 13,3 85,8 0,6
2015 413 3749 25 18 4207 9,8 89,1 0,6
2016 276 3536 50 3 3865 7,1 91,5 1,3
2017 1710 6341 71 7 8129 21 78 0,9
2018 1422 4229 147 7 6292 22,6 67,2 2,3
Total 13433 52618 1019 44 67603 19,9 77,8 1,5
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Figura 6.11: Casos totais de acordo com a espécie plasmodial no municipio de
Barcelos AM, 2003 a 2018. Fonte: SIVEP- maléaria 2020.
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6.1.2. Faixa etéria

Em relacéo a faixa etéria, no periodo de 2003 a 2018, houve muitos casos em
criangas/adolescentes entre 1 a 14 anos (53,8% do total de casos no periodo).
Houve também grande representacdo de adolescentes e jovens adultos com idades
entre 15 a 29 anos (25,2%), a partir dos 30 anos, 0s casos tenderam a diminuir
(Figura 6.12).
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Figura 6.12: Distribuicdo dos casos de malaria segundo porcentagem por faixa etaria
no municipio de Barcelos AM, 2003 a 2018. Fonte: SIVEP- malaria 2020

6.1.3. Casos por sexo

Em relac&o ao sexo, 56% das pessoas com malaria no periodo eram do sexo
masculino (méximo 58,8%, minimo 54,2%) e 44% eram do sexo feminino (maximo
45,8, minimo 41,2%). Nao foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas no percentual de pessoas do sexo masculino/feminino com malaria no

periodo de estudo (Figura 6.13).
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® Masculino = Feminino

Figura 6.13: Proporcdo de casos de maléria por sexo no municipio de Barcelos AM,
2003 a 2018. Fonte: SIVEP- malaria 2020.

6.2. Estudo da diversidade genética de Plasmodium vivax.

6.2.1. Dados das amostras

Neste estudo foram utilizadas um total de 332 amostras, sendo 78 (23,5%)

coletadas na area rural (rio Padauiri) no periodo de 2002-2004 (Quadro 6.1) e 254
(76,5%) coletadas na area urbana no periodo de 2006-2016 (Quadro 6.2).

Quadro 6.1: Dados demogréaficos de 78 amostras positivas para Plasmodium vivax

da area rural de 2002-2004.

Sexo n %
Feminino 25 32,1
Masculino 53 67,9
Idade (anos)

Idade minima 2

Idade maxima 68

Média de idade 22
Localidade

Acu-acu 10 12,8
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Acuquaia 11 14,1

Ararao 14 18

Ararinha 24 30,8
Castanho 1 1,3
Séo Pedro 6 7,7

Tapera 12 15,4
Desfecho clinico

Maléria clinica 20 25,6
Infeccéo assintomatica 58 74,4

Maléaria prévia

Sim 75 96,1
Nao 3 3,9
Numero de episédios prévios

1-5 38 50,7
6-10 33 44
Mais de 10 4 53

Quadro 6.2: Dados demograficos de 254 amostras positivas para Plasmodium vivax
da &rea urbana de 2006-2016.

Ano de coleta 2006 2013 2014 2015 2016 Total
n % n % n % n % n % n %

Numero de amostras 65 256 10 39 39 153 68 26,7 72 28,4 254 100

Sexo

Feminino 37 569 6 60 12 308 32 47,1 32 44,4 119 46,8
Masculino 28 43,1 4 40 27 69,2 36 529 40 556 135 53,2
Idade (anos)

Idade minima 3 - 6 - 5 - 7 - 11 - 3 -
Idade maxima 77 - 43 - 83 - 87 - 79 - 87 -
Média de idade 21 - 18 - 32 - 31 - 30 - 28 -
Localidade

Bairro Aparecida 20 14 359 4 59 18 25 38 15
8 205 9 132 5 69 22 87
51 5 74 O 0 7 28
20 2 51 10 14,7 10 139 24 94
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Bairro Nazaré 0 0 0 0 3 77 2 29 10 139 15 59
Bairro S&o Francisco 18 27,7 O 0 2 51 6 88 4 56 30 118
Bairro S&o Lazaro 1 10 2 51 5 73 4 56 12 47
Bairro S&o Pedro 0 0 1 26 3 44 2 28 6 24
Bairro S&0 Sebastiao 47 723 3 30 4 10,3 18 26,5 12 16,7 84 331
Centro Barcelos 2 20 1 26 6 88 6 83 15 59
Vila Militar 0 0 0 0 0 0 1 14 1 04
Desfecho clinico

Malaria clinica 34 52,3 10 100 39 100 68 100 72 100 223 87,8
Infeccdo assintomatica 31 47,7 O 0 0 0 0 0 0 0 31 12,2
Malaria prévia

Sim 63 969 O 0 0 0 0 0 59 819 122 48

Nao 31 0 0 0 0 0 0 13 18,1 15 59
Nao informado 0 0O 10 100 39 100 68 100 O 0 117 46,1
Quantas malarias

1-5 36 57,1 - - - - - - 41 695 77 631
6-10 15 238 - - - - - - 13 22 28 23

Mais de 10 11 175 - - - - - - 5 85 16 131
N&o informado 1 16 - - - - - - 0 0 1 0,8

6.2.2. Diversidade genética de P. vivax nas areas urbana e rural

No total, foram genotipadas 332 amostras sendo 254 (76,5%) da area urbana
e 78 (23,5%) da area rural. As amostras da area urbana, coletadas entre 2006 e
2016 foram utilizadas para o calculo de diversidade genética, desequilibrio de
ligacdo, infec¢cdes mdultiplas e distancia genética entre os anos de coleta; para a
identificacdo e célculo de haplotipos foram consideradas apenas as amostras
completamente genotipadas (190) com os 8 marcadores, MS1, MS2, MS5, MS6,
MS7, MS8, msplbl2 e msplbll10 localizados em 6 cromossomos dos 14 existentes
em P. vivax (Quadro 6.3).

As 78 amostras da area rural foram coletadas no periodo de 2002-2004 e
estas foram utilizadas para o calculo da diversidade genética, desequilibrio de
ligacdo e infec¢cdes multiplas. Para a identificacdo e calculo dos haplotipos foram

consideradas apenas as amostras completamente genotipadas (35) com os 5
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marcadores MS1, MS2, MS6, msplbl2 e msp1bl10 localizados em 4 cromossomos
do total de 14 de P. vivax (Quadro 6.3). Pelo fato de as amostras serem muito
antigas, houve dificuldade para amplificar os demais marcadores utilizados na area
urbana (MS5, MS7, MS8). Da mesma forma muitas amostras ndo funcionaram para
alguns dos cinco marcadores utilizados nas analises da area rural e 0 nimero de
amostras foi reduzido. Por esses motivos foi feita uma analise geral das amostras,
sem dividir pelos anos de amostragem. Também foi feita a comparacdo entre
haplétipos de amostras do mesmo paciente coletadas em épocas diferentes
(amostras seriadas) e para esta analise também foram consideradas amostras
parcialmente genotipadas.

O quadro 6.3 sintetiza os resultados dos marcadores estudados mostrando o
tamanho dos fragmentos encontrados para cada microssatélite, nimero de alelos e
a Heterozigosidade Esperada (He) segundo o local de coleta das amostras na area

urbana ou rural do municipio.

Quadro 6.3. Marcadores utilizados no estudo: tamanho dos fragmentos,

namero de alelos e heterozigosidade esperada nas areas urbana e rural.

Marcador | Cromossomo* Tamanho dos Namero de He
fragmentos alelos

Area Area | Area | Area Area Area

rural urbana | rural | urbana rural urbana
MS1 12 222-246 | 220-250 3 7 0,22 0,71
MS2 3 262-326 | 262-308 4 7 0,30 0,50
MS5 3 - 173-200 - 7 - 0,68
MS6 14 200-302 | 200-311 9 16 0,52 0,82
MS7 2 - 346-427 - 13 - 0,76
MS8 13 - 285-325 - 7 - 0,67
msplbl2 7 397-429 | 397-429 5 5 0,59 0,43
msplbl10 7 224-302 | 222-291 7 11 0,74 0,75

*localizagdo do cromossomo determinada em ncbi.nlm.nih.gov
(He): Heterozigosidade Esperada.

6.2.3. Diversidade genética de P. vivax na area urbana

Na éarea urbana, no total de amostras (254), foi encontrada uma

heterozigosidade esperada (He) que variou de 0,43 (msplbl2) a 0,82 (MS6) com
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uma He média de 0,6740,13. O numero de alelos variou de 5 (msp1l bloco2), sendo o

marcador mais conservado a 16 (MS6), sendo o marcador mais diverso. As

frequéncias de cada alelo podem ser vistas no quadro 6.4. Foi encontrado um

significativo desequilibrio de ligacdo (ISa = 0,0592, p=0,002) e 33,9% de infeccdes

multiplas. Os marcadores que com maior frequéncia apresentaram mais de um alelo
no mesmo locus foram MS1 (12,7%), MS6 (11,4%) e msplbl10 (10,4%) (Figura

6.14). No total foram encontrados 122 haplétipos em 190 amostras.

Quadro 6.4. Frequéncia alélica encontrada em 8 marcadores em 254
amostras da area urbana.
NUumero MS1 MS2 MS5 MS6 MS7 MS8 msplbl2 | msplbll10
de alelos
Tamanho (%)*
1 220 (0,01) | 262 (0,08) | 173 (0,07) | 200 (0,04) | 346 (0,01) | 285 (0,01) | 397 (0,03) | 222 (0,01)
2 222 (0,10) | 294 (0,04) | 176 (0,44) | 209 (0,34) | 349 (0,33) | 301 (0,18) | 409 (0,04) | 224 (0,08)
3 238 (0,13) | 296 (0,12) | 179 (0,33) | 218 (0,02) | 352 (0,05) | 305 (0,03) | 414 (0,03) | 226 (0,22)
4 240 (0,27) | 298 (0,69) | 182 (0,13) | 233 (0,01) | 355 (0,14) | 309 (0,44) | 425 (0,74) | 246 (0,01)
5 244 (0,43) | 300 (0,02) | 185 (0,01) | 239 (0,01) | 358 (0,01) | 313 (0,33) | 429 (0,17) | 250 (0,01)
6 246 (0,04) | 306 (0,01) | 194 (0,01) | 242 (0,01) | 361 (0,01) | 317 (0,01) 252 (0,03)
7 250 (0,02) | 308 (0,04) | 200 (0,01) | 254 (0,01) | 364 (0,01) | 325 (0,01) 258 (0,02)
8 257 (0,06) | 382 (0,01) 264 (0,01)
9 260 (0,06) | 385 (0,31) 266 (0,32)
10 263 (0,01) | 388 (0,11) 289 (0,01)
11 269 (0,01) | 391 (0,02) 291 (0,30)
12 272 (0,01) | 394 (0,01)
13 281 (0,04) | 427 (0,01)
14 284 (0,19)
15 302 (0,06)
16 311 (0,14)
NGmero 252 248 221 238 238 220 234 250
amostras
He 0,71 0,50 0,68 0,82 0,76 0,67 0,43 0,75

*em negrito os dois alelos mais frequentes em cada marcador.

(He): Heterozigosidade Esperada.
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Figura 6.14: Area urbana: nimero de alelos encontrados para cada marcador em
azul. NUmero de amostras com mais de um alelo no mesmo locus em vermelho.

6.2.3.1. Diversidade genética de P. vivax nos diferentes anos estudados

(distancia temporal) na area urbana.

Quando comparados os anos de amostragem, foi encontrada menor
diversidade genética no ano de 2013 (He = 0,41 + 0,15) e uma maior distancia
genética em relacdo ao ano de 2016 (Fst = 0,5186, p<0,001). Acredita-se que pelo
fato de neste ano terem sido genotipadas apenas 10 amostras, se obteve um valor
menor de diversidade e maior, mas nédo significativo desequilibrio de ligacdo. O ano
com maior diversidade genética foi o de 2006 (He 0,73 = 0,08) com um forte e
significativo desequilibrio de ligacdo (1Sa = 0,0630, p=0,020). Sem contar com 0 ano
de 2013, todos os outros anos apresentaram desequilibrio de ligacdo significativo e
infeccbes por multiplos clones que variou de 20,5% em 2014 a 53,9% em 2006
(Quadro 6.5).

Em relacéo a distancia genética, todas foram significativas, com o menor valor
encontrado entre os anos 2013 e 2015 (Fst = 0,0980, p<0,001) e entre 2013 e 2014
(Fst = 0,1197, p=0,027). O ano mais distante geneticamente dos demais, foi o de
2016, tendo apresentado uma distancia que variou de Fst = 0,3742, p<0,001 (2006-
2016) e Fst = 0,5186, p<0,001 (2013-2016) (Quadro 6.5).

Em relacdo ao numero de haplétipos, no ano de 2006 foram encontrados 29
haplétipos em 32 amostras; em 2013 foram 7 haplétipos em 10 amostras; em 2014
foram 22 hapldtipos em 33 amostras; em 2015 foram 43 hapl6tipos em 56 amostras
e em 2016 foram 25 haplotipos em 59 amostras. No ano de 2006, o mesmo
haplétipo foi compartilhado por no maximo 2 amostras, em 2013 um unico haplétipo

foi compartilhado por 4 amostras, em 2014 o mesmo haplétipo foi compartilhado por
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no maximo 7 amostras, em 2015 por no maximo 4 amostras e em 2016 por no
maximo 11 amostras. O quadro com os haplotipos pode ser conferido no Apéndice
2.

O fato de terem sido encontradas 4 amostras com o mesmo hapl6tipo no ano
de 2013, no qual somente foram genotipadas 10 amostras foi consistente com uma
menor diversidade e com o alto desequilibrio de ligacdo. Nos anos de 2006 e 2015
houve um menor compartilhamento de haploétipos, consistente com o maior valor de
diversidade genética; j4 2014 e 2016 foram os anos em que houve um maior nimero
de compartilhamento de haplétipos consistente com um menor valor de diversidade
genética encontrado nestes anos. Em relacdo aos haplétipos compartilhados entre
0S anos, so foi encontrado um (1) haplotipo entre 2013-2014 e trés (3) entre 2014-
2015, o que também pode explicar o menor distanciamento genético entre esses
anos. Todos os haplétipos de 2006 e 2016 foram Unicos desses anos.

Quadro 6.5. Diversidade e distancia genética de P. vivax em cinco anos

amostrados na area urbana.

Ano Ne MédiaHe | IM ISA For
amostras | +DP (%) 2006 | 2013 | 2014 | 2015
2006 65 |073:008| 539 |0.0630" |-
2013 10 |041+015| 30 |03711 | 02222 |-
2014 39 [ 049+026| 205 |01752* |02213* |0,1197* |-
2015 68  |060:014 | 338 |00887* |0,1621* |0,0980* | 0,1494* |-
2016 72 |043:027 | 236 |00896* |0,3742* |0,5186* | 0,4629* | 0,4187* | -

*p<0,05. He: Heterozigosidade esperada. IM: Infeccdo mudltipla. 15x: desequilibrio de ligacdo.

Fst. distancia genética.

A frequéncia alélica de cada marcador na populagcéo geral pode ser conferida
no Quadro 6.4 e em cada populacdo no Quadro 6.6.

Para o marcador MS1, o alelo mais frequente entre as populagdes foi o0 244,
nao tendo aparecido apenas em 2016 assim como o alelo 238 que também néo foi

observado em 2016; o alelo 250 foi exclusivo de 2006; os alelos 220 e 240 foram
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exclusivos da populacdo de 2016; o alelo 222 s6 apareceu nos anos de 2006, 2014
e 2015 e o alelo 246 estava presente nos anos de 2013, 2015 e 2016 (Figura 6.15).
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Figura 6.15: Alelos encontrados em MS1 em cinco anos amostrados na area urbana.

Para o marcador MS2, o alelo mais frequente foi o 298, tendo aparecido em
todas as populacdes. Os alelos 262 e 306 foram exclusivos de 2006 e o 300
exclusivo de 2016. O alelo 294 s6 néo foi observado em 2015 e o alelo 308 somente
em 2006 e 2016 (Figura 6.16).

1,200 -
@ 1,000 -
e 0,800 - W 2006
‘® 0,600 -
& 0,400 - W 2013
i r
0,200 J
: 2014
0,000 - =l m - l
262 ‘ 294 ‘ 29 ‘ 298 ‘ 300 ‘ 306 ‘ 308 2015
MS2 = 2016
Locus

Figura 6.16: Alelos encontrados em MS2 em cinco anos amostrados na area urbana.

Para o marcador MS5, os alelos mais frequentes foram 176 e 179, que
apareceram em todas as populagdes. Os alelos 173, 185 e 200 foram exclusivos de
2006. O alelo 182 somente foi observado nos anos de 2006 e 2015 e o alelo 194 nos
anos de 2006 e 2016 (Figura 6.17).
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Figura 6.17: Alelos encontrados em MS5 em cinco anos amostrados na area urbana.

Para o marcador MS6, que foi aquele que apresentou maior nimero de
alelos, o alelo 209 foi o mais frequente e apareceu em todas as populacdes; os
alelos 200, 218, 233, 239, 242, 269, 272, 281 foram exclusivos do ano 2006; o alelo
263 foi exclusivo de 2014; e o alelo 254 exclusivo de 2015 (Figura 6.18).

0,800 -
-2 0,600 -
= W 2006
< 0,400 -
s ™ 2013
& 0,200 - I
2014
0,000 - 11 N
200 209 218 233 239 242‘254‘257‘260‘263‘269‘272‘281‘284‘302‘311 2015
MS6 W 2016

Locus

Figura 6.18: Alelos encontrados em MS6 em cinco anos amostrados na area urbana.

Para o marcador MS7, o alelo mais frequente foi o 349 estando presente em
todas as populacdes, assim como o alelo 388, s6 que menos frequente; os alelos
346, 361, 364 e 427 foram exclusivos do ano de 2006; o alelo 358 foi exclusivo de
2013; os alelos 382 e 391 exclusivos de 2014; o alelo 394 exclusivo de 2015, e o
alelo 355 s6 nédo apareceu em 2006 (Figura 6.19).
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Figura 6.19: Alelos encontrados em MS7 em cinco anos amostrados na area urbana.
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Para o marcador MS8, o alelo 309 foi o0 mais frequente e apareceu em todas
as populacdes, assim como os alelos 301 e 313, s6 que em menor frequéncia; o
alelo 325 foi exclusivo de 2006 e o 285 foi exclusivo de 2015 (Figura 6.20).
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Figura 6.20: Alelos encontrados em MS8 em cinco anos amostrados na area urbana.

Para o marcador msplbl2, o alelo mais frequente em todos as populacdes foi
0 425, sendo observada uma frequéncia de 100% em 2016. Os alelos 409 e 414

foram exclusivos do ano 2006 (Figura 6.21).
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Figura 6.21: Alelos encontrados em msplbl2 em cinco anos amostrados na area

urbana.

Para o marcador msplbl10, outro marcador com muitos alelos encontrados, 0
alelo mais frequente foi 0 266 sendo observado em todos 0s anos; o alelo 226 s6
nao apareceu em 2013; os alelos 246 e 252 foram exclusivos de 2006; os alelos
250, 264 e 289 exclusivos de 2016 e alelo 291 s6 ndo apareceu em 2014 (Figura
6.22).
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Figura 6.22: Alelos encontrados em msplbl10 em cinco anos amostrados na area

urbana.

Quadro 6.6. Frequéncia alélica dos marcadores por populacdo na area urbana.

Locus Alelo 2006 2013 2014 2015 2016
MS1 220 0,000 0,000 0,000 0,000 0,028
222 0,375 0,000 0,026 0,015 0,000
238 0,016 0,100 0,410 0,206 0,000
240 0,000 0,000 0,000 0,000 0,958
244 0,516 0,800 0,564 0,676 0,000
246 0,000 0,100 0,000 0,103 0,014
250 0,094 0,000 0,000 0,000 0,000
Amostras 64 10 39 68 71
He 0,59 0,38 0,53 0,50 0,08
Locus Alelo 2006 2013 2014 2015 2016
MS2 262 0,356 0,000 0,000 0,000 0,000
294 0,017 0,100 0,026 0,000 0,083
296 0,000 0,000 0,000 0,456 0,000
298 0,441 0,900 0,974 0,544 0,847
300 0,000 0,000 0,000 0,000 0,056
306 0,017 0,000 0,000 0,000 0,000
308 0,169 0,000 0,000 0,000 0,014
Amostras 59 10 39 68 72
He 0,66 0,20 0,05 0,50 0,28
Locus Alelo 2006 2013 2014 2015 2016
MS5 173 0,319 0,000 0,000 0,000 0,000
176 0,149 0,300 0,917 0,207 0,614
179 0,234 0,700 0,083 0,431 0,371
182 0,149 0,000 0,000 0,362 0,000
185 0,064 0,000 0,000 0,000 0,000
194 0,043 0,000 0,000 0,000 0,014
200 0,043 0,000 0,000 0,000 0,000
Amostras 47 10 36 58 70
He 0,81 0,47 0,16 0,65 0,49
Locus Alelo 2006 2013 2014 2015 2016
MS6 200 0,173 0,000 0,000 0,000 0,000
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209 0,327 0,300 0,282 0,134 0,586
218 0,096 0,000 0,000 0,000 0,000
233 0,019 0,000 0,000 0,000 0,000
239 0,058 0,000 0,000 0,000 0,000
242 0,019 0,000 0,000 0,000 0,000
254 0,000 0,000 0,000 0,030 0,000
257 0,038 0,600 0,000 0,000 0,100
260 0,019 0,100 0,026 0,179 0,000
263 0,000 0,000 0,026 0,000 0,000
269 0,019 0,000 0,000 0,000 0,000
272 0,019 0,000 0,000 0,000 0,000
281 0,173 0,000 0,000 0,000 0,000
284 0,000 0,000 0,410 0,119 0,314
302 0,038 0,000 0,128 0,119 0,000
311 0,000 0,000 0,128 0,418 0,000
Amostras 52 10 39 67 70
He 0,83 0,60 0,74 0,76 0,56
Locus Alelo 2006 2013 2014 2015 2016
Mms7 346 0,019 0,000 0,000 0,000 0,000
349 0,415 0,700 0,257 0,353 0,222
352 0,226 0,000 0,000 0,000 0,014
355 0,000 0,100 0,029 0,221 0,236
358 0,000 0,100 0,000 0,000 0,000
361 0,019 0,000 0,000 0,000 0,000
364 0,038 0,000 0,000 0,000 0,000
382 0,000 0,000 0,029 0,000 0,000
385 0,208 0,000 0,400 0,294 0,403
388 0,057 0,100 0,171 0,118 0,125
391 0,000 0,000 0,114 0,000 0,000
394 0,000 0,000 0,000 0,015 0,000
427 0,019 0,000 0,000 0,000 0,000
Amostras 53 10 35 68 72
He 0,74 0,53 0,75 0,74 0,73
Locus Alelo 2006 2013 2014 2015 2016
MS8 285 0,000 0,000 0,000 0,015 0,000
301 0,108 0,100 0,324 0,136 0,200
305 0,081 0,000 0,027 0,045 0,000
309 0,486 0,700 0,568 0,212 0,514
313 0,243 0,100 0,081 0,591 0,286
317 0,027 0,100 0,000 0,000 0,000
325 0,054 0,000 0,000 0,000 0,000
Amostras 37 10 37 66 70
He 0,70 0,53 0,58 0,59 0,62
Locus Alelo 2006 2013 2014 2015 2016
msp1bi2 397 0,089 0,100 0,027 0,000 0,000
409 0,161 0,000 0,000 0,000 0,000
414 0,089 0,000 0,000 0,015 0,000
425 0,464 0,900 0,568 0,776 1,000
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429 0,196 0,000 0,405 0,209 0,000

Amostras 56 10 37 67 64
He 0,72 0,20 0,53 0,36 0,00
Locus Alelo 2006 2013 2014 2015 2016

msp1b10 222 0,016 0,000 0,000 0,000 0,028
224 0,048 0,000 0,128 0,118 0,042
226 0,290 0,000 0,385 0,132 0,183
246 0,016 0,000 0,000 0,000 0,000
250 0,000 0,000 0,000 0,000 0,014
252 0,113 0,000 0,000 0,000 0,000
258 0,065 0,100 0,000 0,000 0,000
264 0,000 0,000 0,000 0,000 0,028
266 0,145 0,800 0,487 0,500 0,141
289 0,000 0,000 0,000 0,000 0,014
291 0,306 0,100 0,000 0,250 0,549
Amostras 62 10 39 68 71
He 0,79 0,38 0,61 0,67 0,65
*em negrito os alelos mais frequentes.
(He): Heterozigosidade Esperada.

6.2.3.2. Estrutura populacional e diferenciacdo genética entre 0os anos

estudados na area urbana

A estrutura da populacdo foi avaliada usando a analise bayesiana
implementada no software STRUCTURE e foi definido o melhor valor de K=3 pelo
grafico de Evanno et al 2005. Sendo assim, os isolados foram divididos em 3
subpopulacdes (A, B e C) e estas estiveram presentes em todos 0s anos
amostrados, sendo que no ano de 2006 teve predominio da populagdo A (azul) com
uma propor¢cao de 58%, no ano de 2013 da subpopulacdo B (verde) com uma
proporcao de 74%, em 2014 os dados ficaram divididos entre as subpopulacées A
(azul) com uma proporcéo de 44% e C (vermelho) com uma proporcéo de 45%, no
ano de 2015, assim como em 2013, prevaleceu a subpopulacdo B (verde), com uma
proporcao de 59% e no ano de 2016, as 3 subpopulacdes estiveram presentes em
proporcdes similares, sendo A (azul) com 28%, B (verde) com 34% e C (vermelha)
com 38%. Na figura 6.23, as trés subpopulacdes estédo representadas por cores em
cada ano amostrado.

Na figura 6.24 cada barra representa um haplétipo e as cores azul, verde e
vermelho mostram se um isolado foi atribuido a subpopulacdo A, B ou C
respectivamente; nos casos em que mais uma cor esteve presente, o haplétipo
consistiu em uma mistura de marcadores atribuidos as subpopulagbes

representadas. A maioria dos parasitos teve sua origem claramente atribuida as trés
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subpopulacdes; alguns deles eram bastante misturados, mostrados por barras
divididas em segmentos coloridos; cada fragmento na barra representa as fracbes
estimadas de associacdo de cada isolado com as subpopula¢des. No ano de 2015
observou-se um forte agrupamento dos isolados 158-180, o que pode ser
caracterizado como um surto com transmisséo de clones de parasitos (Figura 6.24).

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

2006 2013 2014 2015 2016
HA BB EC

Figura 6.23: Distribuicdo das trés subpopulacbes encontradas por ano de
amostragem. Cada cor representa a contribuicdo de cada subpopulacdo em K=3
usando o programa STRUCTURE nos cinco anos amostrados.
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Figura 6.24: Andlise de agrupamento genético. (A) Estrutura populacional de
Plasmodium vivax plotada em uma Unica linha (subpopulacao A, azul; subpopulacdo
B, verde; subpopulacdo C, vermelha) inferida a partir da tipagem de microssatélites
de 254 isolados da area urbana em K=3 usando o programa STRUCTURE nos cinco
anos amostrados. (B) Estrutura populacional de P. vivax plotada em multiplas linhas
por ano amostrado mostrando as subpopulacdes em cada isolado. Cada parasito
individual é representado por uma barra vertical dividida em K segmentos coloridos,
com comprimentos proporcionais a cada uma das subpopulacfes inferidas. Os
isolados 1-65 foram coletados em 2006; 66-75 em 2013; 76-114 em 2014; 115-182
em 2015; 183-254 em 2016. A caixa preta indica um forte agrupamento dos isolados
158-180, o que pode ser caracterizado como um surto com transmisséo de clones
de parasitos.
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6.2.3.3. Diversidade genética de P. vivax nos bairros da &rea urbana

(distancia espacial)

Para a andlise da distancia espacial, foram utilizados isolados de apenas um
periodo amostrado, para descartar o viés do fator tempo. Foram escolhidos quatro
bairros que possuiam um numero de amostras comparaveis do ano de 2016. Esses
bairros foram Aparecida, Mariua, Nazaré e S&o Sebastido; a distancia espacial
aproximada em quildmetros pode ser conferida no quadro 6.7. A diversidade variou
de He = 0,33 + 0,23 nos bairros de Aparecida e Mariua a He = 0,43 £ 0,34 em Séo
Sebastido. Em relacdo a distancia genética, foi encontrado um valor significativo de
Fst entre os bairros Aparecida e Mariua (Fst = 0,2463, p<0,001), entre Aparecida e
Nazaré (Fst = 0,1486, p=0,01), entre Sdo Sebastido e Mariud (Fst = 0,1431,
p<0,001) e entre S&o Sebastido e Nazaré (Fst=0,1233, p= 0,03) (Quadro 6.8).

Quadro 6.7. Distancia espacial em quildmetros entre os bairros da area urbana.

*distancia relativa em linha reta entre os aglomerados urbanos mais proximos entre 0s

bairros.

Bairro Distancia espacial entre os bairros*
Aparecida | Mariua | Nazaré Séo
Sebastido

Aparecida | -
Mariua 2,2 km -
Nazaré 0,2 km 1,3km |-
Séo 1,7 km 0,2km | 0,8km |-
Sebastido
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Quadro 6.8. Diversidade e distancia genética de P. vivax em quatro bairros da area

urbana.
Bairro N° No° Média Fsr
amostras | haplotipos | He+ | Aparecida | Mariua | Nazaré Séo
DP Sebastiao
Aparecida 14 7 0,33 |-
0,23
Mariua 8 4 0,33 *|0,2463* -
0,23
Nazaré 8 7 0,41 =+ |0,1486* 0,0562 | -
0,29
Séo 12 10 0,43 *|0,0562 0,1431* | 0,1233* | -
Sebastido 0,34

*p<0,05. He: Heterozigosidade esperada. DP: Desvio padrao.

Em relacdo aos haplétipos encontrados no mesmo bairro, em Aparecida e
Mariua, um mesmo haplotipo foi compartilhado por no maximo cinco amostras e em
Nazaré e Sao Sebastido por no maximo duas amostras. Nos bairros de Aparecida e
Mariua, o niumero maior de compartiihamento de haplétipos € consistente com o
menor valor de diversidade entre os bairros (quadro 6.8). Em relacdo aos haplotipos
compartilhados entre os bairros no ano de 2016, apenas um haplétipo foi encontrado
em todos os bairros, trés foram exclusivos de Aparecida, um de Mariua, quatro de

Nazaré e seis de Sao Sebastido.

6.2.4. Diversidade genética de P. vivax na area rural

bY

Em relagcdo a diversidade genética na area rural, foi encontrada uma
heterozigosidade esperada que variou de 0,22 (MS1) a 0,74 (msplbl10), com uma
He média de 0,47+0,21. O numero de alelos variou de 3 para o MS1, sendo o
marcador mais conservado, a 9 para o MS6, sendo o mais diverso (Quadro 6.9). Foi
encontrado um forte e significativo desequilibrio de ligacdo (1°a = 0,1136, p=0,012) e
57,7% de infec¢cdes mdltiplas. Os marcadores que mais apresentaram mais de um
alelo no mesmo locus foram msp1bl10 (37,8%), MS6 (23,3%), MS1 (15,6%) (Figura
6.25). O numero de haplétipos encontrados nas 35 amostras completamente

genotipadas foi de 27, sendo que um mesmo haplétipo apareceu em duas amostras,
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dois haplétipos apareceram em trés amostras e um apareceu em guatro amostras. O

guadro com os haplotipos pode ser conferido no Apéndice 3.

Quadro 6.9. Frequéncia alélica encontrada em 5 marcadores em 78 amostras

da area rural.

NUmero MS1 MS2 MS6 msplbl | msplbl
de alelos 2 10
Tamanho (%)
1 222 (0,88) | 262 (0,83) | 200 (0,69) | 397 (0,07) | 224 (0,28)
2 244 (0,04) | 294 (0,03) | 206 (0,01) | 409 (0,21) | 240 (0,01)
3 246 (0,08) | 298 (0,12) | 209 (0,10) | 414 (0,60) | 252 (0,20)
4 326 (0,02) | 215 (0,01) | 425 (0,07) | 258 (0,01)
5 236 (0,01) | 429 (0,05) | 266 (0,03)
6 254 (0,06) 291 (0,38)
7 281 (0,01) 302 (0,08)
8 299 (0,03)
9 302 (0,08)
Amostras 77 65 73 43 74
He 0,22 0,30 0,52 0,59 0,74

*em negrito o alelo mais frequente por marcador.
He: Heterozigosidade Esperada
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alelo no mesmo locus

n

Mimero de alelos
[ e I ] R e B R | L= R o [ o |
Nimero de amostras com mais de um

M51 M52 MS6 MSP1bI2  MSP1bID

e Mumero de alelos
m— ] mero de amostras com mais de um alelo no mesmo locus

Figura 6.25: Area rural: nimero de alelos encontrados para cada marcador em azul.
NUmero de amostras com mais de um alelo no mesmo locus em vermelho.

Fazendo uma comparacdo entre area urbana e rural (Quadro 6.3 e 6.9),
observa-se que na area rural a quantidade de alelos e a heterozigosidade esperada
foi menor do que a encontrada na area urbana, possivelmente pela diferenca no
namero de amostras utilizadas entre as areas e menor nimero de MS genotipados
em relagdo a area urbana, com excecdo do marcador msplbl2, no qual foi
encontrado o mesmo namero de alelos (5) e a mesma faixa de tamanho (387-429),
porém a He foi maior na area rural, consistente com a diferenca na frequéncia alélica
que houve entre as duas areas em relacdo a este marcador, que podem ser

conferidas nos Quadros 6.4 e 6.9.

6.2.4.1. Diversidade genética de P. vivax na area rural em amostras

consecutivas

No quadro 6.10 foram listados os haplotipos encontrados em amostras
consecutivas dos mesmos individuos entre os cortes dos estudos seccionais; o corte
1 representa amostras coletadas em novembro de 2002, o corte 2 amostras
coletadas em maio de 2003, o corte 3 entre novembro e dezembro de 2003 e o corte
4 em maio de 2004, sendo que o intervalo de um corte para outro foi entre 5-6 e
meses e entre o primeiro e ultimo corte, 18 meses. Alguns desses individuos tinham
malaria clinica e outros eram assintomaticos. No total foi possivel genotipar

amostras consecutivas de nove (9) individuos diferentes, sendo que em duas
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pessoas, foram coletadas amostras positivas durante trés cortes diferentes.
Comparando os haplétipos encontrados em individuos que na primeira amostragem
eram assintomaticos e na segunda foram sintomaticos, a maioria apresentou menos
de 50% de alelos compartilhados e esta porcentagem variou de 25%-50%. Quando
comparados individuos assintomaticos em todas as amostragens foi observado que
a maioria teve um percentual de compartilhamento de alelos acima de 60% e este
variou de 40-100%. O unico individuo que foi sintomatico nas duas amostragens
apresentou 75% de alelos compartilhados.

Esses resultados mostram que provavelmente quando individuos
assintomaticos sao infectados por um parasito geneticamente diferente da infeccdo
anterior, ele pode desenvolver sintomas. Essa hipétese foi levantada quando
observamos os individuos 25 e 31 que foram amostrados com o mesmo lapso de
tempo (7 meses), sendo que o 25 permaneceu assintomatico por que adquiriu um
parasito 75% idéntico ao da primeira amostra, ja o individuo 31 adquiriu um parasito
25% idéntico ao da primeira amostra analisada, apresentando assim sintomas na
nova infeccdo. Nos individuos assintomaticos 35 e 36 que possuem 3 amostras
seriadas, foi observado que o tempo influenciou no compartilhamento de alelos; as
amostras com maior espaco de tempo de coleta geralmente apresentaram menor

percentual de compartilhamento de alelos.
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Quadro 6.10. Haplotipos encontrados em amostras consecutivas de individuos com
infeccdo assintomatica e individuos sintomaticos na area rural.

Marcador Numero de alelos Nimero de alelos
Individuos Corte* Clinica compartilhados com a compartilhados com a
(amostra) Mt Ms2 M6 mepthl2 msp1bit0 primeira amostra (%) segunda amostra (%)

25(1) Corte 2 assintomatico 222 262 302 414 291

25 (2) Corte 310 assintomatico 222 262 200 X 291 3de 4 (75%)

31(1) Corte 2 assintomatico 246 262 299 414 250

31(2) Corte 31 sintomatico 222 262 200 X 224 1de 4 (25%)

35 (1) Corte 1 Assintomatico 222 262 200 414 224

35(2) Corte 21 assintomatico 222 262 200 X 224 4 de 4 (100%)

35 (3) Corte 314 assintomatico 222 262 302 414 291 3de 5 (60%) 2 de 4 (50%)
36 (1) Corte 1 assintomatico 222 262 200 414 252

36 (2) Corte 212 assintomatico 272 262 299 414 291 3de 5 (60%)

36 (3) Corte 40 assintomatico 222 262 281 429 224 2de 5 (40%) 2de 5 (40%)
39 (1) Corte 1 assintomatico 222 298 209 414 252

39 (2) Corte 2 sintomédtico 222 262 200 414 291 2de 5 (40%)

40 (1) Corte 1 assintomatico 220 262 302 % 252

40 (2) Corte 212 sintomatico 222 262 200 414 291 2 de 4 (50%)

44 (1) Corte 3 assintomatico 222 262 200 X 224

44 (2) Corte 483 assintomatico 222 262 200 429 266 3de 4 (75%)

57 (1) Corte 3 sintomatico 222 262 200 409 302

57 (2) Corte 48 sintomdtico 222 262 200 X 291 3 de 4 (75%)

58 (1) Corte 3 assintomatico 222 298 215 409 252

58 (2) Corte 40 sintomatico 244 298 254 397 291 1de5(25%)

1Sete meses depois da coleta da primeira amostra; 2Seis meses depois de coletada a
amostra anterior; 3Cinco meses depois de coletada a amostra anterior;
4(13 meses apoés do corte 1 e 7 meses depois do corte 2); °18 meses apds o corte 1 e 12
meses depois do corte 2). x: dado faltante
*Corte 1: novembro/2002, Corte 2: maio/2003, Corte 3: dezembro/2003, Corte 4: maio/2004.
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6.2.5. Diversidade genética de P. vivax em individuos com infeccdo

assintomatica e individuos sintomaticos das areas urbana e rural

Para evitar o viés do fator tempo, foram analisadas amostras coletadas no
mesmo momento tanto na area urbana quanto na area rural. Na area urbana foi feita
a comparacdo de amostras de individuos com infec¢cdo assintomatica e individuos
sintomaticos no ano de 2006 (os demais anos s6 tiveram amostras de individuos
sintométicos) e na &rea rural essa comparacdo foi feita com amostras coletadas no
corte 2 (maio/2003), sendo que esse corte foi escolhido por ter um nudmero
equivalente de individuos assintomaticos e sintomaticos.

Na area urbana ndo houve diferenca entre os dois grupos em relacdo a
diversidade genética que foi igual para os dois (He = 0,72+0,10); também néao foi
encontrada diferenca no percentual de infeccdo mudltipla, sendo que nos
sintomaticos foi de 55,9% e nos assintomaticos de 51,6%; porém houve uma
distancia genética significativa (Fst = 0,0825, p<0,001) (Quadro 6.11). A figura 6.26
mostra que nao houve diferenca na diversidade entre os dois grupos e o niumero de

alelos exclusivos foram equivalentes.

Quadro 6.11. Diversidade de P. vivax em individuos com infec¢cdo assintomatica e
individuos sintomaticos nas areas urbana e rural.

Ano N° Média IM (%) Fst
amostras | He + DP

Sintomatico | Assintomatico

Area urbana (Outubro/2006)

Sintomatico 34 0,72+0,10 55,9% -

Assintomético 31 0,72+0,10 | 51,6%" 0,0825* -

Area rural (Maio/2003)

Sintomatico 12 0,34+0,31 50% -

Assintomatico 11 0,61+0,27 | 63,6%2 0,2385* -

*p<0,05. He. Heterozigosidade esperada. IM: Infecgdo mudltipla. 1SA: desequilibrio de ligagéo.
Fsr. distancia genética.'p=0,7321; 2p=0,5192

68



MS1 mMS2 MS5 MS6 MS7 MS8 mspibl2 mspibll0

222 262 173 200 349 301 397 224
sintomaticos 238 298 176 209 352 305 409 226
244 308 179 218 361 309 414 252
250 182 239 364 313 425 258
185 257 385 317 429 266
194 269 388 325 291
200 281
assintomaticos 222 262 173 200 346 301 397 222
244 294 176 209 349 305 409 224
250 298 179 233 352 309 414 226
306 182 239 364 313 425 246
308 194 242 385 429 252
257 427 266
260 291
272
281
302

Figura 6.26: Alelos encontrados em 8 marcadores em amostras de individuos
sintométicos e com infeccdo assintomatica na area urbana (2006). Os alelos
marcados em azul foram compartilhados entre os dois grupos, os alelos em amarelo
foram exclusivos dos pacientes sintomaticos e os alelos em laranja exclusivos dos
individuos assintométicos.

Na area rural, o grupo dos pacientes sintomaticos apresentaram He média de
0,34+0,31 e 50% de infeccbes multiplas, jA o grupo dos individuos com infeccéo
assintomatica apresentaram He média de 0,61+0,27 e 63,6% de infec¢cdes mdltiplas.
Sendo assim, o grupo dos individuos com infeccdo assintomatica apresentou maior
diversidade genética e porcentagem de infeccdes multiplas do que o grupo dos
sintomaticos. A distancia genética entre os grupos foi significativa (Fst = 0,2385,
p=0,036), tendo sido maior ainda do que o encontrado na area urbana (Quadro
6.11). A figura 6.27 mostra essa diferenca na diversidade entre os dois grupos,
reforcando que os parasitos dos individuos com infecgdo assintomatica sdo mais

diversos e possuem mais alelos exclusivos do que o grupo dos sintomaticos.
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MS1 MS2 MS6 msp1bi2 msp1bl10

222 262 200 409 224

sintomaticos 298 209 414 266
291

assintomaticos 222 262 200 409 224
244 294 209 414 240

246 236 252

254 266

299 291

302 302

Figura 6.27: Alelos encontrados em 5 marcadores em amostras de individuos
sintomaticos e com infeccdo assintomatica na area rural (Nov/2003). Os alelos
marcados em azul foram compartilhados entre os dois grupos, os em amarelo foram
exclusivos dos individuos sintométicos e em laranja exclusivos dos com infeccéo
assintomatica.

6.2.6. Diversidade genética de P. vivax encontrada em estudos na

Amazonia brasileira

Foi feita uma comparacdo dos resultados encontrados na area urbana do
municipio de Barcelos com outros trés estudos realizados na Amazénia brasileira.
No Quadro 6.12 pode-se observar o nimero de alelos e a He média encontrada em
cada estudo. Foi observado que em todos os estudos, o P. vivax apresentou uma
alta diversidade genética, que variou de 0,62-0,74 e que esta foi similar entre os

estudos.

Quadro 6.12. Diversidade genética de P. vivax em populacdes da Amazodnia

brasileira.

Estudos Ne Numero de alelos Média
amostras | MS1 | MS2 | MS5 | MS6 | MS7 | MS8 | msp1bl2 | msp1bl10 He

Macapa (AP), Porto Velho (RO), 53 4 8 12 19 11 9 - - 0,68
Augusto Corréa (PA), Manaus (AM)
(Rezende et al 2010)
Diversos locais da regido Amazoénica 30 5 10 10 12 8 7 7 12 0,74
(Araujo et al 2012)
Manaus, Amazonas (Lizcano et al 11 - 3 7 5 8 6 4 9 0,62
2014)
Este estudo (area urbana) 254 7 7 7 16 13 7 5 11 0,67

He: Heterozigosidade esperada.
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6.2.7. Diversidade genética de P. vivax em paises da América do Sul, Asia e

Africa

No quadro 6.13 encontra-se a diversidade genética de P. vivax em paises da

Ameérica do Sul, Asia e Africa. Observou-se que em todos os estudos, o P. vivax

apresentou de moderada a alta diversidade genética, que variou de 0,57-0,80 com

um significativo desequilibrio de ligacdo em todas as populacdes, muitas vezes

acompanhados de alta proporcédo de infeccbes multiplas, que chegou a 89,6% no

Camboja, na Asia.

Quadro 6.13: Diversidade genética de P. vivax em paises da América do Sul, Asia e

Africa.

Referéncia

Regido

Pais

Localidade

Ndamero
de
amostras

NUmero de
marcadores

Média

|S

IM
(%)

Este estudo
(&rea urbana)

América
do Sul

Brasil

Barcelos
(Amazonas)
2006-2016

254

0,67

0,0592*

33,9

Ferreira et al.
(2007)

América
do Sul

Brasil

Placido de
Castro,
Acrelandia,
Xapuri e Rio
Branco (Acre)
1999

25

14

0,80

0,101*

48

Granada
(Acre)
2004-2005

49

14

0,71

0,202*

49

Orjuela-
Sanchez et
al. (2009)

América
do Sul

Brasil

Granada
(Acre) 2005-
2006

99

14

0,72

0,068*

42,4

Rezende et
al. (2010)

América
do Sul

Brasil

Macapa
(Amapad)
2004

11

11

0,57

0,4228*

45

Porto Velho
(Rondbnia)
2004

16

11

0,75

0,0770*

69

Augusto
Corréa (Pard)
2005

15

11

0,74

0,1706*

40

Manaus
(Amazonas)
2003

11

11

0,77

0,0344*

73

Batista et al.
(2015)

América
do Sul

Brasil

Remansinho
(Amazonas)
2010-2013

84

15

0,70

0,040*

78,5
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Mancio Lima

Salla et al. América Brasil (Acre)
*
(2020) do Sul 2014-2015 177 14 0,66 0,158* | 45,2
0,3776*
Chenet et al. | América Tumeremo (2009)
) Venezuela (Bolivar) 107 22 0,73 « | 15,9
(2012) do Sul 2003-2004 0,1448
(2004)
Van den América Iquitos
*
Eede et al. do Sul Peru 2006-2008 143 16 0,59 0,177 34
(2010a)
Cahuide,
Lupuna e
. .. Santa Emilia .
Manrique et | América Peru (Departamento 777 16 0,64 0,145 26
al. (2019) do Sul
de Loreto)
2012-2015
Trincomalee,
Batticaloa,
Ampara,
Anuradhapura,
Gunawardena - . Polonnaruwa, N
et al. (2010) Asia Sri Lanka Kurunegala, 140 12 0,86 | 0,0236 55
Vavuniya e
Colombo
2003-2008
Gunawardena < Kayin, Kachin
Asia Mianmar e Rakhine 167 12 0,85 | 0,0149* | 67,1
et al. (2010)
2007
Gunawardena Africa Etipia Assendabo
et al. (2010) P 2006-2008 118 12 0,75 | 0,0137* | 73,7
Orjuela- ) Pursat
Sanchez et Asia Camboja 87 13 0,87 0,010* | 89,6
2008
al. (2013)
Mae Hong
Son,
Congpuong et | Kanchanaburl, | 534 6 0,87 | 0,133 | 85
alg?2017g) Asia Tailandia Yala e ! !
’ Chanthaburi
2009-2010
Tak.
o A Kanchanaburi
K't“(czrgal'gt al. | ggig | Tailandia e Ubon 124 10 0,85 | 0,1092* | 19,3
Ratchathani
2013-2016
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Abdelraheem < Catar

Asia 2013- 265 0,78 | 0,0050* | 59,6
et al. (2018) 2016
Sudao

Abdelraheem Africa 2013- 137 0,72 | 0,0958* | 44,7
et al. (2018) 2014
Etiopia

Abdelraheem Africa 2010- 87 0,68 | 0,0367* | 67
et al. (2018) 2013
india

Abdelraheem | 4gja | 2014- 40 0,80 | 0,0265* | 62,5
et al. (2018) 2016

*p<0,05. He: Heterozigosidade esperada. IM: Infeccéo miuiltipla. 15A: desequilibrio de ligacao.

7. DISCUSSAO

7.1. A malaria no municipio de Barcelos

O municipio de Barcelos, historicamente tem se configurado como uma area
de alto risco epidemioldgico para malaria. Um estudo que avaliou a epidemiologia da
doenca entre 1992 e 2004 mostrou uma IPA média de 136,7 e de 613,6 casos por
mil habitantes na &area urbana e na area rural respectivamente (Suarez-Mutis &
Coura 2007). Por ser uma doenca de uma extrema complexidade epidemiolbgica
ndo é possivel pensar na diversidade genética dos agentes infecciosos que a
causam sem entender a epidemiolédgica local durante o periodo de estudo. Entre
2003 e 2018, o municipio apresentou uma Incidéncia Parasitaria Anual (IPA) acima
de 50 casos por mil habitantes em todos os anos (quase sempre acima de 100
casos por 1000 habitantes) caracterizando a area como de alto risco epidemiolégico.
Observou-se que usualmente ha um aumento dos casos ho més de marco e entre
0S meses de agosto a outubro, ao final da estacdo das chuvas, que se iniciam nos
meses de marco e abril, com enchentes ocorrendo nos meses de junho até agosto;
no més de outubro, o nivel dos rios comeca a diminuir (Suéarez-Mutis & Coura 2007).
Anopheles darlingi, principal vetor de Plasmodium spp. na Amazénia brasileira, usa

criadouros permanentes; porém as chuvas torrenciais no inicio da estacdo nao séo
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propicias para a reproducdo do vetor porque as larvas sdo levadas pelas aguas;
porém, ao final da estacdo das chuvas, os criadouros ficam estabilizados e o
mosquito pode usar criadouros temporarios, como valas e poc¢as, aumentando assim
sua proliferacdo e consequentemente a transmissdo da malaria. Normalmente,
durante a estagdo seca, os criadouros ficam na sua minima expressao e diminuem
de tamanho, reduzindo assim o espac¢o de ovipoSiCdo necessario para esse vetor
(Suéarez-Mutis 2007, Hiwat & Bretas 2011).

Na nossa série historica, a partir do ano 2005 houve um aumento no nimero
de casos e os anos de 2006 e 2007 foram considerados epidémicos, em razao dos
casos ter ultrapassado o limite superior do diagrama de controle (média de casos
mais o desvio padrdo). Este aumento no nimero de casos neste periodo ocorreu em
todo pais; as causas das epidemias ocorridas sdao muitas e ndo podem ser
atribuidas a um unico fator. Em alguns lugares, a intensa e desordenada ocupacao
das periferias das grandes cidades da regido amazonica, bem como desmatamento
e atividade de piscicultura desordenada, colaborou com o aumento de criadouros do
mosquito (Brasil 2013). Os estudos de Souza et al (2019) caracterizaram os padrbes
espaciais da malaria segundo uma regionalizacao proposta por areas geograficas e
atividade econdémica. Nessa regionalizacdo, o0 municipio de Barcelos esta inserido
numa area em que as atividades extrativas agem como um dos principais
determinantes da malaria. O fato, é que ainda existem varios fatores ndo conhecidos
do aumento do nimero de casos em 2006 nesse municipio. O que € extremamente
importante para este estudo € que houve um aumento real em 2006, de mais de
2000 casos de P. vivax quando comparado com o ano 2005.

Com esta problemética, o Ministério da Salude desencadeou uma intensa
mobilizacdo, envolvendo os gestores da salde nos municipios da regido amazonica
visando promover a ordenacdo de movimentos populacionais e priorizar as agoes de
vigilancia, prevencdo e o controle da maldria. Em Barcelos, os efeitos dessa
articulacéo refletiram-se a partir do ano de 2008, quando foi observado declinio
constante no numero de casos (Brasil 2009b). Até o ano de 2013, o niamero de
casos se manteve abaixo de 3 mil, sendo que a partir de 2014 estes casos
comecgaram a aumentar e novos surtos foram observados em varios meses de 2015
e 2016; os anos de 2017 e 2018 foram considerados epidémicos tendo chegado a
mais de 8 mil casos em 2017 e mais de 6 mil casos em 2018, fato semelhante ao
ocorrido nos anos de 2006 e 2007. Desde 2015, mais de 90% dos casos sdo
causados por P. vivax. Uma possivel causa para este aumento no nimero de casos
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foi o fato de que como os casos da doenca vinham caindo e pareciam estar sob
controle, houve uma diminuicdo da importancia da enfermidade e consequente
fragilidade do programa de combate a malaria em 2016. O que ocorreu em Barcelos
refletiu a situacdo que ocorreu no Ministério da Saude com a fusdo do Programa
Nacional de Controle de Malaria com os Programas de combate as doencas
transmitidas pelo Ae. aegypti, em momentos que o pais vivia epidemias por dengue,
zika e chikungunya (Brasil 2019c).

Em todo o periodo do nosso estudo, P. vivax foi a espécie de Plasmodium
mais prevalente, com uma proporc¢éo de 77,8% dos casos de maléria no periodo. No
pais, até a década de 80, houve relativa equivaléncia entre as espécies parasitarias
(P. vivax e P. falciparum) inclusive com um periodo de inversédo parasitaria de 1983
a 1988 com predominédncia de P. falciparum. A partir de entdo, nota-se um
distanciamento entre o numero de registro das duas espécies, que culminou com a
predominancia de P. vivax, responsavel por quase 85% dos casos notificados em
2008 (Brasil 2009b). Isto se deve a biologia de P. falciparum, pois seus gametocitos
s6 comecam a aparecer no sangue entre os dias 10-20 da infeccdo, assim, quando
se realizam interven¢des adequadas em uma area rapidamente diminui o nimero de
portadores desses gametdécitos. Um fator fundamental para a diminuicdo dos casos
por P. falciparum foi a implantacéo no Brasil, ao final do ano 2006, das combinacdes
terapéuticas com derivados da artemisinina (Brasil 2010). Com P. vivax, é mais dificil
0 controle, jA& que os gametdcitos estdo circulando no sangue antes do inicio dos
sintomas (Suarez-Mutis & Coura 2007); por outro lado, a presenca de hipnozoitos no
ciclo exo-eritrocitico é outro fator que dificulta o controle dessa espécie, assim como
a maior capacidade do vetor de transmitir esse parasito (Olliaro et al. 2016).

Na nossa série, ndo foi encontrada diferenca estatistica em relacdo ao sexo;
homens e mulheres estdo sob o mesmo risco de serem infectados. Sobre a faixa
etaria, nota-se que o maior nimero de casos ocorreu principalmente entre criangas e
em segundo plano entre adolescentes e jovens adultos até os 29 anos,
provavelmente pela aquisicdo de imunidade clinica, na qual o individuo esta
infectado, mas nao apresenta sintomas, sendo entdo um portador de infeccao
assintomatica. Os estudos de Suarez-Mutis et al (2007) mostraram que no rio
Padauiri, uma das areas da nossa pesquisa, 20,4% dos individuos podem ter
infeccdo assintomatica por P. vivax usando a PCR como técnica de diagndstico.
Individuos assintoméaticos ndao procuram atendimento, ndo sdo notificados nem
tratados, porém podem ser fonte de infeccdo mantendo a transmissao (Pethleart et
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al. 2004, Alves et al. 2005, Martins-Campos et al. 2018). Por outro lado, o fato de
criancas estarem adoecendo mais que adultos pode estar indicando que existe
transmissdo vetorial intradomiciliar. Em estudo realizado por Suarez-Mutis et al.
(2009) no rio Padauiri, foi encontrado que entre An. darlingi capturados, 83,8%
estavam picando dentro das casas e 64,8% desses foram coletados durante a

estacdo das chuvas.

7.2. Diversidade genética de P. vivax na area urbana do municipio de
Barcelos

Sendo P. vivax o parasito que causa malaria mais frequentemente no Brasil e
o mais dificil de eliminar, uma melhor compreenséo da dindmica de transmisséo e
estrutura populacional é crucial para orientar os esforcos direcionados para atingir a
eliminacdo da malaria. Para tanto, conhecer a genética deste parasito e sua
distribuicdo tem se tornado cada vez mais importante. Diante disto, neste trabalho,
foram utilizados marcadores genéticos de microssatélites para estudar a diversidade
genética de isolados de P. vivax e sua associacdo com o tempo e desfecho clinico
do individuo.

Neste estudo foi observado que amostras clinicas de P. vivax isoladas de
individuos residentes na é&rea urbana do municipio apresentaram uma alta
diversidade genética e frequentes infeccdes por multiplos clones coexistindo com um
significativo desequilibrio de ligacdo multilocus. O desequilibrio de ligacéo
(associacdes ndo aleatérias de alelos de loci diferentes) encontrado no presente
estudo, é corroborado por outros trabalhos (Ferreira et al. 2007, Karunaweera et al.
2008, Orjuela-Sanchez et al. 2009, Orjuela-Sanchez et al. 2013, Kittichai et al. 2017,
Li et al. 2020) sugerindo que este parasito tem uma baixa taxa de recombinacgao
meiotica, sugestivo de um modo de reproducdo predominantemente clonal. E
provavel que gametécitos geneticamente ndo relacionados estejam presentes no
mesmo repasto sanguineo do mosquito, favorecendo a consanguinidade durante a
reproducdo meidtica de parasitos no vetor (Ferreira et al. 2007). Alternativamente, a
selecdo natural em alguns desses microssatélites ou loci vizinhos podem originar
associacbes nao aleatérias de alelos (Orjuela-Sanchez et al. 2013). Escalante &
Pacheco 2019 explicam que o desequilibrio de ligacdo pode surgir de duas
maneiras: (1) os loci podem estar fisicamente préximos no genoma e isso pode ser

informativo se essas regides estiverem associadas as mutacdes que conferem
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resisténcia a algum antimalarico, e (2) devido a processos que afetam o
acasalamento aleatério, como endogamia, reducdo do tamanho efetivo da
populacao, expansdes epidémicas e isolamento geografico.

N6s comparamos a diversidade genética dos parasitos que circularam na
area urbana durante 10 anos (2006-2016) usando amostras coletadas em cinco
periodos diferentes. O ano de 2006 apresentou maior valor de diversidade genética,
de infeccbes multiplas e também foi o Unico ano em que foram detectados alelos
Unicos em todos os microssatélites estudados, o que ja era esperado pelo fato de ter
sido um ano epidémico na regido amazobnica, sugerindo que muitas variantes
genéticas de P. vivax deveriam estar circulando ao mesmo tempo (Brasil 2013). Por
outro lado, em uma regido com uma alta carga de infeccdes assintomaticas € de
esperar que a circulacdo de novas variantes genéticas do parasito, as quais a
populacdo ainda ndo teria tido contato, pode fazer com que aparecam casos
sintomaticos. Devido a que no ano de 2006, foi coletado um importante nimero de
amostras clinicas de individuos com infeccdo assintomatica bem caracterizadas
assim como de individuos com malaria clinica fizemos uma andlise do perfil de
microssatélites para comparar esses dois grupos. Salla et al. (2020) argumentaram
que a frequéncia desproporcional de uma variante do parasito em infeccbes
sintomaticas pode refletir uma viruléncia aumentada, em relacdo a todas as outras
variantes que circulam silenciosamente entre hospedeiros assintomaticos em uma
mesma localidade (Salla et al. 2020). Em um estudo realizado em Tumeremo na
Venezuela por Chenet et al. (2012) utilizando 215 amostras coletadas em dois anos
seguidos, também foi observado uma maior diversidade e proporcao de infeccdes
por multiplos clones em um periodo de pico de transmissdo. Esses dados permitem
dizer que a diversidade e as infec¢cdes mdltiplas podem estar aumentadas em
periodos epidémicos.

As amostras coletadas no ano de 2016 foram, geneticamente, as mais
distantes das outras obtidas na area urbana, e também foram as que apresentaram
uma populacdo mais homogénea, ficando somente atras de 2013 que foi o ano
menos diverso. Esses resultados sdo consistentes com um maior compartilhamento
de haplotipos entre os parasitos. O fato desse ano ter sido mais distante
geneticamente dos demais e ter tido parasitos geneticamente semelhantes pode
configurar um surto de malaria com introducéo de novos haploétipos (efeito fundador),
aos quais a populacdo ainda ndo havia sido exposta (auséncia de memoria
imunoldgica), ou pode se dever também a uma recombinacdo de haplotipos que ja
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circulavam na regido ou ainda a recombinacdo de hapl6tipos introduzidos com
haplétipos ja circulantes e sua subsequente expansdo clonal (Batista et al. 2015).
Isto corrobora os resultados encontrados através da analise bayesiana (programa
Structure), na qual foram definidas trés subpopulagcdes nos anos amostrados, as
quais estavam presentes em todos os anos em diferentes propor¢cdes. No ano de
2016, as trés subpopulacdes estiveram presentes quase que na mesma proporcao,
0 que é consistente com o fato de as amostras coletadas neste ano ter sido as mais
distantes geneticamente das demais. Enquanto, no ano de 2016 os isolados eram
mais misturados, ou seja, geneticamente relacionados, nos demais anos, 0s
isolados estavam concentrados em uma ou no maximo duas populacdes. Os anos
de 2013 e 2015, tiveram uma subpopulacdo predominante (subpopulacéo B), o que
explica o menor valor de Fst encontrado entre esses dois anos. Estes resultados
sugerem que a probabilidade de amostrar parasitos de diferentes subpopulacdes
difere ao longo do tempo, mesmo que em um intervalo de tempo curto, como em
anos sequenciais. No ano de 2015 foi identificado um grupo de 22 amostras
compostas praticamente pela mesma populacdo, o que pode caracterizar um surto
de malaria com clones de parasitos. Podemos salientar, que tanto no ano de 2015
guanto no ano de 2016 houve varios meses epidémicos, ocorrendo sempre no
segundo semestre de cada ano.

Nossos resultados mostraram que a genotipagem por microssatélites € uma
boa metodologia para identificar a estrutura populacional ao longo do tempo, bem
como em um curto periodo para identificar surtos com clones de parasitos. No
trabalho de Batista et al. (2015) realizado durante um periodo de trés anos em
Remansinho, um assentamento agricola no estado de Rondénia, foi observado que
os niveis de diversidade genética de P. vivax e a propor¢do de infeccdes mdltiplas
permaneceram praticamente inalterados ao longo dos trés anos, exceto para
parasitos coletados durante um surto, no qual se recuperou uma menor diversidade
e um unico haplétipo foi compartilhado por trés amostras, sendo que todos os outros
haplétipos coletados durante todo o periodo, foram observados apenas uma vez. A
diversidade genética de P. vivax é influenciada pelos padrées de transmissao de
malaria, sendo positivamente correlacionada com os niveis de endemicidade das
diferentes regides estudadas. E necessario um mapeamento da estrutura genética
da populacao de P. vivax para entender sua epidemiologia, diversidade, distribuicéo

e dindmica populacional e com a eliminacdo da maléaria de volta a agenda global,
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esse mapeamento se torna essencial antes do estabelecimento de metas para
eliminacao e implementacao de intervencgdes (Arnott et al. 2012).

Em relacdo a dindmica de transmissdo de P. vivax na area urbana, nossos
resultados mostraram uma grande substituicdo de haplotipos em Barcelos, de forma
que so foi encontrado o compartiihamento de um haplétipo entre 2013-2014 e trés
entre 2014-2015. O achado de uma suposta introducdo de novos haplétipos no
municipio no ano de 2016 é consistente com o aumento de casos, ndo s6 no
municipio estudado, mas em todo o pais. A alta substituicAo de hapl6tipos na
populacdo mesmo em amostras de anos consecutivos como foi entre 2013-2016,
mostra que ndo houve uma propagacao de clones do parasito, dados corroborados
por outros estudos realizados na Amazonia brasileira com menos tempo de intervalo
entre as coletas: Acre (Ferreira et al. 2007, Orjuela-Sanchez et al. 2009),
Remansinho, Amazonas (Batista et al. 2015, Salla et al. 2020) e outros locais do
mundo: Sri Lanka e Vietnd (Karunaweera et al. 2008, Van den Eede et al. 2010b),
Papua Nova Guiné e Illhas Saloméao (Koepfli et al. 2013) e Tailandia (Kittichai et al.
2017).

A renovacdo de haplétipos é consistente com o alto nivel de mutagdo dos
microssatélites, levando esses haplotipos a se diversificaram rapidamente para
originar novas variantes. O fato de haplétipos idénticos raramente serem
compartilhados entre isolados sugere que novos haplétipos sédo rapidamente
gerados por mutacdo ou recombinac¢ao ou introduzidos pela migracado da populagao
(Orjuela-Sanchez et al. 2009). Alternativamente, pode-se supor que linhagens de
parasitos possam sofrer mutacdes e recombinar-se rapidamente enquanto se
propagam em populacdes, gerando grupos de haplétipos multilocais intimamente
relacionados, mas néo idénticos (Ferreira et al. 2007).

Em relacdo a distancia genética entre os isolados de bairros diferentes, o
maior valor de Fst foi encontrado entre bairros mais distantes geograficamente (2,2
km), que foram Aparecida e Mariua (Fst = 0,2463, p<0,001). O mesmo nao
aconteceu entre os demais bairros com maior distancia espacial, como por exemplo
entre Aparecida e Sdo Sebastido (1,7 km de distancia), que ndo apresentaram uma
distancia genética significativa (Fst =0,0562, p=0,08). Entretanto, houve distancia
genética significativa entre bairros mais préximos um do outro (0,2 km), como entre
Aparecida e Nazaré (Fst = 0,1486, p=0,01). Embora ndo fosse avaliado neste
trabalho em particular, de fato, as cidades amazoénicas tém diferentes conformacoes
socioambientais; no municipio de Barcelos ha um intenso fluxo de trabalhadores
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extratores da piacaba que passam uma parte do ano na selva e ficam na cidade
durante alguns meses, na época em que ndo ha possibilidade da extracdo. E
provavel que em alguns casos, essa seja a causa da distancia genética encontrada
em bairros mais proximos. Esse aspecto deve ser mais bem elucidado.

A distancia genética significativa tanto em bairros mais distantes quanto em
mais proximos é consistente com o fato de todos os bairros terem compartilhado
apenas um haplétipo. Isto pode ser devido a capacidade de voo do vetor que varia
entre dois a sete quildometros (Charlwood & Alecrim 1989), sendo assim, para
encontrar uma distancia genética correlacionada com a distancia espacial, seria
necessario estudar localidades mais distantes geograficamente, bem como utilizar
um numero maior de amostras por local. Por outro lado, os casos de maléaria
autoctone da cidade de Barcelos estdo associados ao principal criadouro da cidade
que é o lgarapé do Salgado que passa justamente atrds do bairro Sdo Sebastido, o
local com maior nimero de casos na cidade. O bairro Aparecida € o mais distante

desse igarapé.

7.3. Diversidade genética de P. vivax na area rural

Na area rural estudada, nas comunidades do rio Padauiri, a transmissdo de
malaria se da de forma intensa. Nessa &rea, as pessoas estdo expostas
continuamente as picadas dos anofelinos vetores com moradias muito préximas dos
criadouros e casas que possuem muitas frestas, o que facilita a entrada do mosquito
vetor. Além disso, muitos individuos trabalham como piacabeiros, extraindo a fibra
da Leopoldinia piassaba para subsisténcia, se expondo frequentemente dentro das
matas (Suarez-Mutis 2007). Devido a estes fatores, esperava-se encontrar uma alta
diversidade genética de P. vivax, porém foi encontrado um valor de HE menor em
comparacao a area urbana; isto pode ser devido ao menor numero de marcadores
microssatélites genotipados e ao numero reduzido de amostras em relacdo a area
urbana. Por se tratarem de amostras antigas houve dificuldade em amplificar alguns
marcadores.

Apesar do valor de He ter sido moderado, foi encontrada uma alta proporgéo
de infecgdes por multiplos clones, com aproximadamente 60% dos individuos
coinfectados com mais de uma variante do parasito e uma baixa taxa de
compartiihamento de haplétipos. Assim como na é&rea urbana, também foi
encontrado um forte e significativo desequilibrio de ligagdo multilocus. O marcador
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MS6 foi 0 que apresentou mais alelos nas &reas urbana e rural e foi responsavel por
boa parte da deteccdo de infeccbes mudltiplas. As infecgdes mudltiplas foram
detectadas principalmente pelos marcadores MS1, MS6 e msplbl10 nas duas éareas.

Em relacdo as infecgBes recorrentes no mesmo individuo (amostras
pareadas), foi verificado que individuos com infec¢cdo assintomatica na infeccao
primaria que adquiriram um parasito semelhante geneticamente permaneceram
assintomaticos; ja individuos que adquiriram um parasito geneticamente diferente,
apresentaram sintomas, mostrando que variantes genéticas podem fazer com que o
individuo seja sintomético. Pelo fato do municipio de Barcelos ser uma area de
transmissdo permanente, esses episoédios recorrentes podem ter sido devido a
novas infec¢cdes (gendtipo diferente da infeccdo inicial), recrudescéncias (mesmo
gendtipo da infeccdo inicial) ou recaidas, que podem ser causadas tanto por
hipnozoitos homdélogos, como heterélogos (Imwong et al. 2007b, Araujo et al. 2012).
N&o foi objetivo do estudo fazer essa diferenciacdo. Para se classificar como nova
infeccdo ou recaida é necessario realizar um trabalho em uma area ndo endémica
para ter certeza que o parasito que estd sendo encontrado nao é derivado de uma
reinfeccdo. Ja para detectar recrudescéncia, é necesséario realizar a dosagem
plasmatica da cloroquina para confirmacado, além de coletar a amostras com menos
de 30 dias de intervalo (Brasil 2010). Dados na literatura mostram que os MS podem
ser ferramentas Uteis na identificacdo de episddios de recaidas, recrudescéncia e
reinfeccdo. Estudos prévios de Araujo et al. (2012), mostraram que a maioria dos
parasitos envolvidos na recaida apresentou haplétipos distintos das infeccbes
primarias, além de terem sido detectadas infec¢cdes por multiplos clones tanto na
infeccdo primaria, como na recaida. Neste trabalho foi possivel afirmar que se
tratava de recaidas, por ter sido realizado com amostras de pacientes cujo
diagnéstico e tratamento da malaria foram realizados em um hospital de Cuiaba, MT,
uma area sem transmissdo de malaria, onde os individuos ndo foram expostos a
uma reinfecgéo por P. vivax. Em outro trabalho realizado no Acre, foi observado que
a maioria das infeccbes recorrentes envolvia parasitos geneticamente distintos,
consistentes com novas infec¢bes ou reativagdo de hipnozoitos heterdlogos, nédo
sendo possivel distinguir entre esses dois por ter sido realizado em area endémica
(Orjuela-Sanchez et al. 2009). No trabalho de Van den Eede et al. 2010b realizado
no Vietna foi encontrado que 83% dos episddios recorrentes apresentaram perfis
genéticos diferentes das infec¢cdes anteriores e todos os episédios foram por
multiplos clones. Neste trabalho ndo foi feita distingdo entre nova infeccédo e
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recaida, mas a maioria das infecgbes recorrentes provavelmente foram recaidas
devido a transmissao relativamente baixa nessa area e a auséncia de tratamento
com primaquina. No trabalho de Boulos et al. (1991), foi encontrado que 95% das
recaidas sofridas por pacientes tratados com cloroquina e primaquina e seguidos em
um ambiente livre de maléria foram diagnosticados durante os primeiros 6 meses de
acompanhamento pés-tratamento.

Analisando os dados das nossas amostras pareadas, ndo foi possivel
classificar as infecgdes consecutivas como novas infecgbes, recaidas ou
recrudescéncia, mas pode-se supor por exemplo, que o individuo 25 pode ter tido
uma recaida com parasitos homoélogos, o individuo 31 pode ter tido recaida com
parasitos heterdlogos ou nova infeccdo e o individuo 35 pode ter tido recaida com
parasitos 100% idénticos e na terceira infeccdo recaida com parasitos heterdlogos
ou nova infeccdo. Nesta regido, a grande proporcao de infeccbes multiplas também
desafia a distincdo entre recaidas e novas infec¢cbes. A infeccdo por malaria pode
ser induzida pela inoculacdo de mais de um clone de esporozoitos e mais de um
clone podem permanecer inativos até que alguns sejam ativados (Araudjo et al.
2012).

7.4. Diversidade genética de P. vivax em infec¢cbes sintométicas e

assintomaticas nas areas urbana e rural

Em relacdo ao desfecho clinico do individuo, na area urbana nao foi
encontrada diferenca no valor de He e na proporcéo de infecgdes mdltiplas entre os
grupos de sintomaticos e assintomaticos, mas foi encontrada distancia genética
significativa entre esses dois grupos. Ja na area rural foram encontradas diferencas
na He, proporcdo de infecgcbes mdltiplas e quantidade de alelos exclusivos, cujos
parametros foram maiores nos individuos com infeccdo assintomética e a distancia
genética foi significativa e maior que a encontrada na area urbana.

Analisando estes dados, como nao foi encontrada diferenca na diversidade
genética e percentual de infecgcbes multiplas na &rea urbana, s6 na area rural,
podemos sugerir que a distancia genética entre os dois grupos (assintomatico x
sintomético), que foi significativa nas duas areas, foi o que influenciou o desfecho
clinico. Essa distancia genética foi influenciada pelos alelos exclusivos, bem como
pelo fato dos grupos ndo terem compartilhado nenhum haplétipo tanto na area
urbana, como na rural. Esses resultados foram semelhantes aos encontrados por
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Batista et al. (2015) que ndo acharam diferenca na proporcédo de infecgdes multiplas
entre individuos sintomaticos e assintomaticos, mostrando que as infeccdes
multiplas ndo afetavam o risco de malaria clinica nos individuos. O mesmo achado
foi observado por Pava et al. (2017) em trabalho realizado na Indonésia, no qual ndo
foi encontrada diferenga na diversidade, nem na proporgdo de infeccdes multiplas
entre sintomaticos e assintomaticos.

Para que estratégias de controle e eliminacdo sejam bem-sucedidas, é
necessario identificar a origem e o movimento das populagbes de P. vivax, o que
pode ser alcancado pela genotipagem de isolados de varias regifes diferentes. J&
foi demonstrado que a genotipagem com microssatélites pode ser usada para
mapear a origem dos isolados de paises diferentes, em diferentes continentes
(Gunawardena et al. 2010, Abdelraheem et al. 2018). Os resultados encontrados no
nosso estudo corroboram os achados de outras pesquisas. Dados da literatura
mostram que as populagcdes de P. vivax apresentam de moderada a alta diversidade
genética, alta proporcédo de infec¢cdes multiplas e um significativo desequilibrio de
ligagdo em diferentes regidbes da Amazobnia brasileira: Acre (Ferreira et al. 2007,
Orjuela-Sanchez et al. 2009, Salla et al. 2020), Amapa, Rondbnia, Para e Amazonas
(Rezende et al. 2010; Batista et al. 2015) e em outras regides do mundo: Colémbia,
india, Laos e Tailandia (Imwong et al. 2007a), Sri Lanka (Karunaweera et al. 2008),
Vietnd (Van den Eede et al. 2010b), Sri Lanka, Mianmar e Etiopia (Gunawardena et
al. 2010), Peru (Van den Eede et al. 2010a), Venezuela (Chenet et al. 2012),
Camboja (Orjuela-Sanchez et al. 2013), Tailandia (Congpuong & Ubalee et al. 2017,
Kittichai et al. 2017), Catar, Sud&o, Etiopia e india (Abdelraheem et al. 2018), China,
Mianmar e Tailandia (Li et al 2020).

Além disso, essa alta diversidade genética foi encontrada ndo somente em
areas de alta transmissao (Congpuong & Ubalee et al. 2017, Salla et al. 2020) mas
também ja foi verificada em areas com baixa transmissao (Imwong et al. 2007a,
Ferrreira et al. 2007, Karunaweera et al. 2008, Orjuela-Sanchez et al. 2009, Van den
Eede et al. 2010b, Chenet et al. 2012, McCollum et al. 2014, Pacheco et al. 2016,
Kittichai et al. 2017), bem como em locais sem transmissdo de maléaria, nos quais
foram introduzidos casos importados de outros locais, como no Catar (Abdelraheem
et al. 2018). Possivelmente para populacbes de P. vivax, repetidas inoculacdes
policlonais e a presenca dos hipnozoitos, que podem ser reativados a qualquer
momento, mantém a populagdo de parasitos altamente diversificada e complexa,

apesar da baixa intensidade de transmissdo (Van den Eede et al. 2010b). Na
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comparacio entre populacbes de diferentes continentes (Asia, Africa e América do
Sul) P. vivax se mostrou mais diverso em populacfes asiaticas, o que pode estar
relacionado com a maior endemicidade de P. vivax em paises asiaticos (Schousboe
et al. 2014, Rougeron et al. 2020).

As populagbes de P. vivax exibem maior diversidade genética e maior
proporcao de infeccbes por multiplos clones do que populacbes de P. falciparum
(Neafsey et al. 2012). Esses achados foram observados tanto na Amazbnia
brasileira no estado do Acre (Ferreira et al. 2007), como em outros paises da
América do Sul como Venezuela (Chenet et al. 2012) e Colémbia (Pacheco et al.
2016) e na Asia (Orjuela-Sanchez et al. 2013), comparando-se amostras simpatricas
de P. vivax e P. falciparum. Isto pode ser explicado pelo fato de que nas infeccbes
por P. vivax podem ocorrer recaidas, de forma que os hipnozoitos que se acumulam
no figado podem ser ativados simultaneamente resultando na circulagdo simultanea
de gendtipos diferentes, gerando as infec¢cdes por multiplos clones (Havryliuk e
Ferreira 2009, de Souza et al. 2015). As infec¢cdes mdltiplas também podem refletir
coinfeccbes (dois ou mais gendtipos sendo transmitidos simultaneamente por um
mosquito) e superinfeccdes (um paciente que adquire infecgcbes mudltiplas, mas
independentes) (Escalante & Pacheco 2019). Estudos feitos por Pacheco et al.
2016 na Colémbia, com casos complicados e ndo complicados de malaria por P.
vivax, encontraram uma associacao significativa entre infeccbes multiclonais e
gravidade da doenca, um padréo consistente com observacgdes anteriores feitas em
modelos de malaria para roedores. Dados de infecgcBes experimentais com
camundongos co-infectados com diferentes cepas de Plasmodium chabaudi
revelaram que em infec¢cdes multiclonais a competicdo favorece cepas com maior
viruléncia (de Roode et al. 2005, Bell et al. 2006). Existem poucos estudos sobre as
consequéncias evolutivas das infeccbes com multiplos clones de P. vivax,
entretanto, Havryliuk e Ferreira (2009) sugeriram que, quando dois ou mais clones
geneticamente distintos estdo presentes no mesmo hospedeiro, a competicéo intra-
hospedeiro pode selecionar caracteristicas de P. vivax que representam grandes
desafios a saude publica, como aumento da viruléncia e a resisténcia a
medicamentos antimalaricos. E provavel que infecgdes com mudltiplos clones
aumentem a diversidade genética através da recombinacédo entre parasitos com
diferentes haplétipos (Van den Eede et al. 2010b).

No trabalho de Lizcano et al. (2014) foram genotipadas por microssatélites
amostras com fendtipos resistentes e sensiveis a cloroquina in vitro e foram
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encontrados alelos exclusivos nos dois grupos. Os alelos 301 e 313 de MS8 e 176
de MS5 foram exclusivos do fendtipo resistente e também foram encontrados no
nosso estudo com uma frequéncia alta e estiveram presentes em todos 0os anos
amostrados. Os dados encontrados por Lizcano et al. (2014) sugerem que 0S
microssatélites podem ser usados para identificar e monitorar a propagacdo da
resisténcia ao P. vivax em todo o mundo, de forma que mais estudos devem ser
realizados. Compreender a estrutura genética dos plasmdédios € essencial para
prever a rapidez com que alguns fenotipos de interesse, como resisténcia a
medicamentos, se originam e se espalham nas populacdes (Ferreira et al. 2007).
Outra caracteristica que pode ser mensurada pela genotipagem por microssatélites
€ que os medicamentos podem ser menos eficazes com parasitos mais diversos
geneticamente. No trabalho de Congpuong & Ubalee et al. (2017) feito na Tailandia,
foi observado que isolados de pacientes que levaram mais que 24 horas para que a
parasitemia fosse indetectavel por microscopia apos a primeira dose de cloroquina
apresentaram maior diversidade genética em comparagcdo com 0S que tiveram
parasitemia indetectavel dentro de 24 horas.

Com o fortalecimento das acdes antimalaricas (Brasil 2006) e a
implementacdo de novas tecnologias como 0s mosquiteiros impregnados com
inseticidas de longa duracao, que foram adotados a partir do ano de 2009 (Sousa et
al. 2019), houve uma queda no numero de casos de malaria e consequentemente
pode ter havido uma mudanca no perfil genético de P. vivax, de forma que alguns
haplétipos podem ter sido perdidos. No presente estudo foi notada uma diminui¢édo
na diversidade genética do parasito no decorrer dos anos, com um pequeno
aumento apenas no ano de 2015, um ano com varios meses epidémicos, como j& foi
mostrado. Acredita-se que a estrutura populacional de P. vivax parece estar
associada a epidemiologia e as medidas de controle de determinada regido, que
podem modificar a configuragdo genética do parasito. Em trabalho realizado por Li et
al. (2020) em éareas fronteiricas da sub-regido do Grande Mekong com amostras
coletadas antes e apo0s a ampliacdo de intervencdes de controle, foi encontrado que
a diversidade genética do parasito permaneceu alta apesar da redugdo na
incidéncia, mas o percentual de infec¢cbes por multiplos clones teve diminuicéo
significativa. Segundo os autores, a mobilidade das populacbes em areas de
fronteira pode introduzir novos parasitos e aumentar a diversidade genética das
populacbes. Para alcancar as metas de controle e eliminacdo da maléaria, os
levantamentos genéticos populacionais sdo vitais para mapear a diversidade e a
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estrutura das populacdes locais, estimar a probabilidade de sucesso e medir o
resultado dos métodos de intervencdo contra a malaria e identificacdo de novos
alvos pra intervencfes que possam ser usados para entender melhor a transmisséo
da maléaria no contexto dos esfor¢6es de controle e eliminacdo (Arnott et al. 2012,
Escalante & Pacheco 2019).

Finalmente, destaca-se que este trabalho utilizou um conjunto de marcadores
genéticos capaz de detectar alta diversidade genética, infeccées multiplas e de
diferenciar populacbes ao longo do tempo e de acordo com a presenca ou nao de
sintomas no individuo. A pesquisa contribuiu para o entendimento da diversidade e
estrutura genética de P. vivax em um periodo de 10 anos e foi o primeiro a ser
realizado na regido do médio rio Negro, em um municipio altamente endémico para
a doenca. Sugere-se que em estudos futuros com P. vivax sejam utilizados os
mesmos marcadores a fim de que se possa fazer uma comparacao entre estudos
em populacdes distintas. A genotipagem pode ser utilizada para o monitoramento
epidemioldgico com a observacdo de novos parasitos introduzidos e sua expansao
clonal. Diversos paises estdo empenhados para atingir a meta de eliminacao e para
que isso seja possivel se torna necessario aumentar as medidas de prevencédo e
controle. Além disso, € necessario avaliar o impacto dessas medidas no niamero de
casos e na circulacdo de genotipos do parasito que podem estar relacionados com
resisténcia aos medicamentos, as recaidas e aumento da viruléncia, dai a
importancia de se conhecer a genética do parasito em diversos locais e contextos

epidemioldgicos.

8. CONCLUSOES

8.1. O estudo dos casos de malaria com dados da vigilancia epidemiolégica
permitiu concluir que o0 municipio de Barcelos € uma area de alto risco
epidemioldgico, tendo apresentado um valor de IPA muito acima de 50 casos por mil
habitantes em todos os anos estudados; foi possivel também identificar anos
epidémicos, como foram os anos de 2006 e 2007 e posteriormente varios meses
epidémicos em 2015 e 2016. Os anos de 2017 e 2018 foram anos epidémicos; P.

vivax foi o parasito mais prevalente em todo o periodo de estudo.
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8.2. Foram identificadas as frequéncias alélicas e haplétipos dos isolados de P.vivax
nas areas urbana e rural e notou-se uma grande substituicdo dos haplotipos, o que
ja era esperado pelo fato dos microssatélites possuirem um alto nivel de mutacéo
originando novos haplétipos. O marcador com maior numero de alelos em ambas as

areas foi MS6, sendo entdo o mais diverso.

8.3. Foi encontrada uma alta proporcao de infeccbes multiplas, 33,9% na éarea
urbana e 57,7% na é&rea rural. Essas infeccbes mdltiplas foram detectadas
principalmente pelos marcadores MS1, MS6 e msp1bl10 nas duas areas.

8.4. A area rural apresentou menor diversidade do que a area urbana, mas a
propor¢cdo de infec¢cdes multiplas foi maior. Contudo, essa comparagdo é limitada
devido ao numero diferente de marcadores e de amostras utilizados; as amostras da
area rural eram antigas e tinham o DNA mais degradado; por esse motivo, alguns

marcadores ndo amplificaram bem.

8.5. Quando comparados os anos amostrados na area urbana, conclui-se que o
perfil genético dos parasitos circulantes de P. vivax muda com o tempo e que ha
uma grande substituicdo de haplétipos, de modo que a distancia genética entre os

anos foi significativa.

8.6. Foi visto que em anos epidémicos, como em 2006, foi possivel encontrar
maior diversidade e proporcdo de infeccbes multiplas do que nos demais anos,
mostrando que pode ocorrer maior nimero de parasitos geneticamente distintos
circulando em periodos epidémicos. A genotipagem com os microssatélites também
foi capaz de identificar através de uma andlise populacional um surto de malaria com
parasitos geneticamente relacionados ocorrido no ano de 2015. Estes dados
permitiram concluir que a diversidade genética de P. vivax € influenciada pelos
padrées de transmissdo de maléaria, se relacionando com a incidéncia ao longo do

tempo.

8.7. Nao foi encontrada relacéo entre distancia genética e distancia geografica nas
populacdes de P. vivax nos bairros na area urbana, sendo necessario utilizar
localidades mais distantes geograficamente para fazer este tipo de analise, devido a

capacidade de voo dos vetores ultrapassar os limites dos bairros estudados;
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8.8. Nao foi encontrada relacao entre diversidade genética e infeccdo multipla no
que diz respeito ao desfecho clinico do individuo, porém foi encontrado que os
grupos (sintomaticos x assintométicos) ndo compartilharam haplotipos, supondo-se
que a distancia genética entre os dois grupos foi o que influenciou o desfecho
clinico. Na area rural foi possivel sugerir a partir da analise de amostras pareadas no
mesmo individuo que quando um individuo com infeccédo assintomatica na primeira
infeccdo € infectado com um parasito geneticamente diferente na segunda infeccéo,

este pode desenvolver sintomas.

9. PERSPECTIVAS

Realizar novas coletas nas areas urbana e rural, bem como em outras
localidades rurais do municipio de Barcelos em um mesmo espaco de tempo, em
periodos de baixa e de alta transmisséo a fim de comparar a genética do parasito
entre as localidades buscando um possivel distanciamento espacial. Realizar a
genotipagem de amostras de diferentes locais da Amazonia brasileira com diferentes
taxas de incidéncia da doenca utilizando o mesmo grupo de marcadores para se
possa ter uma comparacao fidedigna, a fim de estudar como o parasito esta se
distribuindo. Também ¢é importante genotipar amostras de recrudescéncia, com
dosagem de cloroquina com o objetivo de associar a genética do parasito com a

resisténcia ao medicamento.
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Apéndice 1: Protocolo PCR marcadores de P. vivax

PCR AMPLIFICACAO DE MICROSSATELITES
- M51, M52, MS5, M56, MS7 e MS8

Conc. dos reagentes vf=20pL
[ Reagentes Primers | Primers | Primers | Primers | Primers | Primers
{pL) 6838 6835 6560 6605 6745 6877
- H20 9,2 12,2 9,2 5,2 5,2 9,2
10x Tampéo 2 2 2 2 2 2
1,25 mM dNTPs 2 2 2 2 2 2
10 pM pFepR 2+2 1+1 242 242 242 2+2
50 mM MgClz 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6
5U Taq 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
DNA 2 1 2 2 2 2
|
Ciclagem: “Maq. MSs MSs1 Ms2 M55 MS6 MS7 Ms8
Azul” Applied Tm (X) 53,4°C | 60,0°C | 56,0°C 58,6°C | 57,0°C | 60,0°C
Biosystem Veriti 96
well Thermal Cycle Ciclos 35x% 40X 40x% 40% A0x 40x
547C, 2 min Tamanhodo | .., ;15 | 290-312 | 173-215 | 194-298 | 349-388 | 248-325
94°C,30segs | fragmento (pb)
5 :
:’;%Szgssegs a r::::?t'ijfa GT9 CA12 CAT10 TGA1S TAA22 TGTA7
72 °C, 2 min
4°C, ==

-mspl bloco 2 e 10

Vf=10pL

mspibl 2 e 10

Programa PCR

Conc. dos reagentes

[Estoque] Reagentes 12 reacdo (Externo) Aps::;gz?s;y:::l-\?::i: ag
(L) well Thermal Cycle
- H20 5,65 94 °C, 4 min
10x Tampdo 1 84 °C, 1 min
1,25 mM dNTPs 1 ¥ °C, 1 min 30x
10 pM pFepR 0,5+0,5 72 °C, 30 segs
50 mM MgClz 0,15 72 °C, 5 min
U Tag 0,2 4°C, ==
DN 1 ¥ =63"CBl10, 55 “*C BI2

Conc. dos reagentes V=20 plL mspibl 2 e 10 Programa PCR
[Estoquel Reagentes | 22 reagdo (intema) | ST VS
(nt) vi=20puL well Thermal Cycle
- H20 11,2 54 “C, 4 min
10K Tampéo 2 24 °C, 40 segs
1,25 mM dNTPs 2 X °C, 30 segs 37x
10 pM pF e pR 141 72 °C, 40 segs
50 mM MgClz 1,2 72 °C, 7 min
5U Taqg 0,3 4°C, ==
DNA 1 ¥ =60"CBI10, 63 "C BIZ
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Apéndice 2: Quadro mostrando os haplétipos encontrados nos anos

estudados na area urbana, os haplétipos mais frequentes estdo em negrito.

.031250 244 298 173 281 349 309 409 291
.031250 244 308 173 209 349 309 425 226

2006
Frequéncia Haplétipo
1 0.031250 244 298 185 209 352 301 429 266
2 0.031250 244 298 173 209 388 309 429 266
3 0.031250 244 308 176 281 352 309 429 266
4 0.031250 244 298 179 209 364 309 429 226
5 0.031250 244 298 185 218 352 313 414 226
6 0.031250 250 298 182 209 352 309 425 224
7 0.031250 250 298 182 281 349 305 425 252
8 0.062500 250 298 182 281 349 309 425 252
9 0.031250 244 262 173 242 352 301 409 291
10 0.031250 244 262 176 233 352 309 429 266
11 0.031250 244 294 173 200 427 309 429 266
12 0.031250 244 308 200 209 385 309 425 226
13 0.031250 244 298 173 209 385 309 425 226
14 0.031250 238 308 173 209 349 309 429 266
15 0.031250 244 298 173 218 349 309 425 226
16 0.031250 244 298 173 257 385 313 425 226
17 0.031250 244 298 173 239 349 305 425 252
18 0.031250 244 308 182 209 349 325 425 226
19 0.031250 244 308 176 209 364 313 397 246
20 0.031250 244 298 173 239 352 305 409 291
21 0.031250 244 298 179 218 388 317 414 291
22 0.031250 222 306 176 209 349 309 425 226
23 0.031250 244 308 179 269 349 309 397 258
24 0.031250 244 298 200 209 352 301 429 266
25 0.062500 244 308 179 209 349 309 397 258
26 0.062500 250 298 182 281 349 313 425 252
27 0.031250 244 308 176 281 352 313 429 266
0
0

2013

.100000 246 298 179 257 349 309 425 266
.400000 244 298 179 257 349 309 425 266
.100000 244 298 176 209 388 301 425 266
.100000 244 298 176 257 349 309 425 266
.100000 244 298 179 260 349 309 425 266
.100000 244 294 176 209 358 317 397 258
.100000 238 298 179 209 355 313 425 291
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.030303
.030303
.030303
.030303
.212121
.030303
.060606
.030303
.121212
.030303
.030303
.030303
.030303
.030303
.060606
.030303
.030303
.030303
.030303
.030303
.030303
.030303

.017857
.017857
.017857
.017857
.035714
.017857
.017857
.017857
.017857
.017857
.017857
.053571
.017857
.017857
.017857
.017857
.017857
.017857
.017857
.017857
.017857
.017857
.017857
.035714
.017857
.035714

238
244
244
244
238
244
238
238
244
244
238
244
244
244
244
244
244
244
244
244
244
222

244
238
246
244
238
238
244
238
244
246
244
244
244
244
244
244
244
244
244
238
244
244
238
238
238
244

298
298
298
298
298
298
298
298
298
298
298
298
294
298
298
298
298
298
298
298
298
298

298
298
298
298
298
298
298
298
298
298
298
298
296
296
296
296
298
298
296
296
296
296
298
298
296
298

2014

176
176
176
176
176
179
176
176
176
176
176
176
176
179
176
176
176
176
176
176
179
176

2015

176
176
179
176
176
176
179
179
176
179
179
179
179
179
179
179
179
179
176
179
176
176
176
179
179
179

284
284
302
284
284
209
311
311
209
302
284
284
209
260
209
302
284
311
284
302
263
311

311
311
311
209
311
284
254
254
302
311
260
311
311
302
209
311
209
209
311
209
311
302
260
284
311
302
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349
388
385
385
349
385
385
388
388
385
349
349
349
391
391
385
349
349
355
349
385

349
385
349
388
385
385
394
349
385
355
355
349
349
388
355
355
388
355
349
385
355
388
385
385
385
385

309
301
309
309
309
309
309
309
301
305
313
313
309
309
301
301
301
309
309
301
309
309

309
309
309
301
313
313
301
313
301
309
309
313
313
301
309
309
301
309
309
309
285
301
313
313
309
305

425
425
425
429
429
425
429
397
425
425
429
425
425
425
425
425
429
425
425
425
425
429

425
425
425
425
429
429
425
414
425
425
425
425
425
425
425
425
425
425
425
429
425
425
429
429
429
425

224
224
224
266
266
266
266
266
226
226
266
226
226
266
226
226
266
226
226
226
266
266

226
266
226
226
266
266
226
224
226
291
291
266
224
226
291
291
224
291
266
266
291
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266
266
266
291
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244
244
244
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244
244
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244
244
244
244
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244
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246
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240
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240

298
296
296
296
298
296
296
298
296
296
298
296
296
296
296
298
298

179
179
182
182
179
182
182
182
182
182
179
182
182
182
182
182
182
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298
298
298
298
294
300
298
298
298
298
298
294
298
298
298
294
308
298
300
298
300
298
298
294
298

176
179
176
179
176
179
179
179
179
179
176
176
179
176
176
176
194
176
176
176
176
179
176
176
179

284
284
260
209
260
311
311
311
311
311
260
260
260
311
209
260
260

284
257
209
209
209
209
209
209
257
284
284
209
209
284
209
209
209
209
284
209
209
209
209
209
209
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349
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388
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355
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385
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385
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385
385
349
349
385
388
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385
385
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313
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313
313

313
313
301
313
313
309
309
309
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301
313
301
313
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309
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301
301
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425
425
425
425
429
425
425
425
425
425
425
425
425
425
425
425
425

425
425
425
425
425
425
425
425
425
425
425
425
425
425
425
425
425
425
425
425
425
425
425
425
425

291
226
266
266
266
266
291
266
224
266
266
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266
266
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266
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291
226
264
291
222
222
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291
226
226
266
224
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Apéndice 3: Quadro mostrando os haplétipos encontrados nos anos
estudados na area rural, os haplétipos mais frequentes estdo em negrito.

1 0.028571 222 262 200 397 302
2 0.028571 246 298 209 425 252
3 0.028571 222 262 200 425 252
4 0.028571 222 262 200 397 258
5 0.085714 222 262 200 414 252
6 0.085714 222 262 200 414 224
7 0.028571 222 298 209 414 252
8 0.114286 222 262 200 414 291
9 0.057143 222 262 302 414 291
10 0.028571 246 262 299 414 252
11 0.028571 246 262 236 409 291
12 0.028571 246 262 254 414 291
13 0.028571 222 262 299 414 291
14 0.028571 222 262 200 409 240
15 0.028571 244 294 209 409 302
16 0.028571 222 294 209 409 291
17 0.028571 246 326 209 414 252
18 0.028571 222 298 200 414 291
19 0.028571 244 298 254 414 291
20 0.028571 222 262 302 425 252
21 0.028571 222 262 209 409 302
22 0.028571 222 262 200 409 302
23 0.028571 222 298 215 409 252
24 0.028571 222 262 281 429 224
25 0.028571 222 262 200 429 266
26 0.028571 244 298 254 397 291
27 0.028571 246 298 254 414 291
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Anexo 1: Parecer Consubstanciado do CEP

FIOCRUZ/IOC

asil

IOC FUNDAGAO OSWALDO CRUZ - , QLo

Neswraeung O sl Cnas

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Vigilancia gendmica da malaria na Amazénia Brasileira.
Pesquisador: simone da silva santos
Area Tematica: Genética Humana:

(Havera envio para o exterior de material genético ou qualquer material biolégico
humano para obtengao de material genético, salvo nos casos em que houver

cooperagao com o Governo Brasileiro;);

(Havera armazenamento de material biolégico ou dados genéticos humanos no
exterior e no Pais, quando de forma conveniada com instituigdes estrangeiras ou

em instituicdes comerciais;);
Versdo: 2
CAAE: 75000917.7.0000.5248
Instituicdo Proponente: FUNDACAO OSWALDO CRUZ
Patrocinador Principal: FUNDACAO OSWALDO CRUZ

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Sim

RIO DE JANEIRO, 21 de Dezembro de 2017

Assinado por:
José Henrique da Silva Pilotto
(Coordenador)

Enderego: Av. Brasil 4036, Sala 705 (Campus Expanséo)

Bairro: Manguinhos CEP: 21.040-360
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)3882-9011 Fax: (21)2561-4815 E-mail: cepfiocruz@ioc.fiocruz.br
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Anexo 2: Parecer Consubstanciado da CONEP

COMISSAO NACIONAL DE £ Plabaforma
ETICA EM PESQUISA asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DA CONEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Vigilancia gendmica da malaria na Amazonia Brasileira.
Pesquisador: simone da silva santos

Area Temitica: Genética Humana:

(Havera envio para o exterior de material genético ou qualquer material biologico
humano para obtencdo de material genético, salvo nos casos em que houver
cooperagao com o Governo Brasileiro;);
(Havera armazenamento de material biolégico ou dados genéticos humanos no
exterior e no Pais, guando de forma conveniada com instituicbes estrangeiras ou
em instituicbes comerciais;);

Estudos com populagdes indigenas;

Versdo: 5

CAAE: 75000917.7.0000.5248

Instituigao Proponente: FUNDACAO OSWALDO CRUZ
Patrocinador Principal: FUNDACAO OSWALDO CRUZ

Situacéo do Parecer:
Aprovado

BRASILIA. 25 de Junho de 2018

Assinado por:
Jorge Alves de Almeida Venancio
(Coordenador)

Enderego: SRNTV 701, Via W 5 Norte - Edificio PO 700, 3° andar

Bairro: Asa Morte CEP: T0.719-049
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3315-5877 E-mall: conep@saude.gov.br
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