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“Um poeta desfolha a bandeira
E a manha tropical se inicia
Resplendente, cadente, fagueira
Num calor girassol com alegria
Na geléia geral brasileira

Que o jornal do Brasil anuncia”

Gilberto Gil e Torquato Neto
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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL

Daniela Romero Bally
Introdugdo: Os testes rapidos para diagnéstico de malaria (RDTs) mais usados se baseiam na identifica-

¢ao do antigeno HRP2 de P. falciparum. O antigeno HRP3, também presente no P. falciparum é um analo-
go estrutural do antigeno HRP2 e por isso pode ter reagdo cruzada com o HRP2 nesses testes. O antigeno
HRP2 é expresso pelo gene pfhrp2, enquanto o antigeno HRP3 é expresso pelo gene pfhrp3. Séo cres-
centes os estudos que relatam delegbes naturais dos genes pfhrp2 e pfhrp3 em P. falciparum em diversos
paises endémicos para malaria, inclusive em paises que fazem fronteira com o Brasil. No pais foi descrita
a presenca de isolados mutantes circulando na regido da Bacia do Rio Amazonas. A confirmacao da pre-
senca de parasitos com essas delegcbes em areas endémicas do pais é fundamental, visto que individuos
infectados por P. falciparum com delegao dos genes pfhrp2/3 podem apresentar resultados falso negativo
no RDT. O objetivo deste estudo foi investigar a prevaléncia de delegbes dos genes pfhrp2/3 em amostras
de pacientes infectados com P. falciparum de area endémica de malaria no Brasil no periodo de 2003 a
2016, e bem como identificar a populagédo acometida e a diferenciagéo clinica entre individuos infectados
por parasitos com delegao e parasitos sem delegdo. Métodos: Foram analisadas amostras procedentes do
biorrepositério do Laboratério de Doengas Parasitarias do Instituto Oswaldo Cruz coletadas no periodo de
2003 a 2016 no municipio de Barcelos (AM) de individuos sintomaticos e assintomaticos infectados por P.
falciparum. O diagnéstico de Plasmodium spp. foi realizado através da detecgédo do gene 18S de rRNA por
PCR. O controle de qualidade do DNA foi realizado pela amplificacado de msp7 e msp2. A detecgéo dos
genes pfhrp2 e pfhrp3 foi realizada de acordo com protocolos publicados e bem padronizados pela OMS.
Resultados: Foram selecionadas 82 amostras, 28 amostras apresentaram delecdo exclusiva do
gene pfhrp2, 19, delegao exclusiva do gene pfhrp3 e 15 dupla delegéo. Infecgdo assintomatica ocorreu
com mais frequéncia em individuos mais velhos e com grande numero episodios prévios da doenga. A
chance de um individuo assintomatico estar infectado por um parasito com dupla delegado foi maior do que
entre os sintomaticos. Concluséo: A alta prevaléncia de parasitos com delegbes de pfhrp2/3 encontrada
no municipio de Barcelos € motivo de preocupacédo e mostram a necessidade de se implementar um pro-
grama de vigilancia para monitorar e mapear dele¢des de pfhrp2/3 nesta area e em outros locais da regiao
amazobnica. O padrao clinico pode estar associado as delegdes encontradas nos parasitos infectantes.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN TROPICAL MEDICINE

Daniela Romero Bally
Introduction: The most used rapid tests for the diagnosis of malaria are based on the identification

of the P. falciparum antigen HRP2. The HRP3 antigen, also present in P. falciparum, is a structural analogue
of the HRP2 antigen and, therefore, may cross-react with HRP2 in these tests. The HRP2 antigen is ex-
pressed by the pfhrp2 gene, while the HRP3 antigen is expressed by the pfhrp3 gene. Studies reporting
natural deletions of the pfhrp2 and pfhrp3 genes in P. falciparum are growing in several countries endemic
for malaria, including countries bordering Brazil. In the country, the presence of mutant isolates circulating in
the Amazon River Basin region has been described. Confirmation of the presence of parasites with these
deletions in other endemic areas of the country is fundamental, since individuals infected with P. falciparum
with deletion of the pfhrp2/3 genes can present false negative result in the RDT. The objective of this study
was to investigate the deletions of the pfhrp2/3 genes in samples from patients infected with P. falciparum in
an endemic area for malaria in Brazil from 2003 to 2016, in order to describe the prevalence of the gene (s)
(' s) deleted in the studied endemic area; as well as to identify the affected population and the clinical differ-
entiation between individuals infected by parasites with deletion and parasites without deletion. Methods:
Samples from the biorepository of the Laboratory of Parasitic Diseases of the Oswaldo Cruz Institute col-
lected from 2003 to 2016 in the municipality of Barcelos (AM) from symptomatic and asymptomatic individ-
uals infected with P. falciparum were analyzed. The diagnosis of Plasmodium spp. was performed by de-
tecting the 18S rRNA gene by PCR. DNA quality control was performed by amplifying msp1 and msp2. The
detection of the pfhrp2 and pfhrp3 genes was carried out according to published protocols and well stan-
dardized by the WHO. Results: 82 samples were selected, 28 samples showed exclusive deletion of the
pfhrp2 gene, 19, exclusive deletion of the pfhrp3 gene and 15 double deletion. Asymptomatic infection oc-
curred more frequently in older individuals and with a large number of previous episodes of the disease.
The chance of an asymptomatic individual being infected by a parasite with double deletion was greater
than among symptomatic individuals. Conclusion: The high prevalence of parasites with deletions of fhrp2/3
found in the municipality of Barcelos is a cause for concern and shows the need to implement a surveillance
program to monitor and map deletions of pfthrp2 / 3 in this area and elsewhere in the Amazon region. The

clinical pattern may be associated with the deletions found in the infectious parasites.
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1. INTRODUGAO

Estima-se que em 2019, ocorreram 229 milhdes de casos e 409.000
mortes por malaria globalmente (WHO, 2020). Apesar dos progressos no
controle da doencga, ainda se trata de um desafio de saude publica global, ge-
rando impacto significativo no desenvolvimento social e econdmico dos paises
acometidos (WHO, 2019). Desde o ano 2016, a Estratégia Técnica Global para
a Malaria 2016-2030 (WHO, 2015) guia as a¢des dos paises com a programa-
¢ao um “mundo livre da malaria” nas proximas décadas. O Brasil € um pais
com areas endémicas para malaria, sendo a Amazénia Legal o territério de
maior transmissdo (BRASIL, 2020). Foram notificados 156.629 casos no pais
no ano de 2019 (OPAS, 2020); a espécie de plasmodio mais frequente no pais
€ o Plasmodium vivax, seguido pelo Plasmodium falciparum (BRASIL, 2020).

A microscopia € a ferramenta preconizada para o diagnostico de malaria
(WHO, 2019; BRASIL 2009); esta técnica identifica os parasitos por observa-
¢ao direta numa gota de sangue do paciente. A gota espessa exige pericia téc-
nica e tem sua acessibilidade dificultada em determinadas regides pela neces-
sidade de microscépios e luz elétrica (BRASIL, 2009; WONGSRICHANALAI et
al., 2007). Por outro lado, a reagao em cadeia da polimerase (PCR) € um mé-
todo diagndstico para malaria dispendioso, ndo empregado de rotina, sendo
reservado a pesquisas e situagdes clinicas especificas (BRONNER et al.,
2011).

Na década de 1990 houve o desenvolvimento de testes rapidos que sao
atualmente amplamente adotados por sua facilidade de execugado, néo exigin-
do eletricidade ou técnica elaborada (MOUATCHO & GOLDRING, 2013). Os
testes rapidos para diagnéstico de malaria (RDTs) sdo uteis sobretudo nos
cenarios de areas remotas com dificuldade de acesso (WHO, 2015). Os RDTs
para diagnéstico de malaria sdo testes imunocromatograficos de detecgcédo de
um ou mais de trés antigenos produzidos exclusivamente pelo parasito da
malaria no sangue do ser humano infectado (WONGSRICHANALAI et al.,
2007): a proteina 2 rica em histidina (HRP2 ou PMHRP2) e as enzimas desidro-
genase latica (LDH) e aldolase dos plamddios (MOODY, 2002). Destes, os
testes baseados na identificacdo da proteina 2 rica em histidina especifica do

P. falciparum sao os mais utilizados. O antigeno da proteina 3 rica em histidina



(HRP3 ou PMHRP3), também presente no P. falciparum e que compartilha se-
melhancgas estruturais com HRP2, pode reagir de forma cruzada com o anticor-
po de HRP2 desses testes. O antigeno HRP2 é expresso pelo gene pfhrp2,
enquanto o antigeno HRP3 é expresso pelo gene pfhrp3 (BHARTI et al. 2016).

Os testes rapidos desempenharam e desempenham um papel impor-
tante no diagndstico e tratamento precoce da doenga (LIANG et al., 2020). O
numero de testes rapidos adquiridos aumentaram de 10 milhdées em 2002 para
412 milhées em 2018 (THOMSON et al., 2020). Apenas em 2014, os testes ra-
pidos foram responsaveis por 71% dos testes de diagndstico utilizados para
avaliar os casos suspeitos de malaria no continente africano (WHO, 2015).

No entanto, a sensibilidade dos testes rapidos baseados na identificacédo
da HRP2 em diferentes regides endémicas é variavel (LEE et al., 2006). Isso
ocorre por fatores relacionados ao dispositivo e por fatores parasitarios (BELL
et al., 2005; CHIODINI et al., 2007; GILLET et al, 2011), mas também porque
RDTs baseados na identificagdo da HRP2 podem ser falso-negativos em in-
dividuos infectados com parasitos que apresentam delecao dos genes pfhrp2 e
pfhrp3, resultando na auséncia de expressao das respectivas proteinas (GAM-
BOA et al., 2010; KUMAR et al., 2013; MURILLO et al., 2015; THOMSON et al.,
2020; WHO, 2020). Ha registros crescentes de delecbes dos gene pfhrp2 e
pfhrp3 em varios paises endémicos da malaria (WHO, 2015; WHO 2020). No
Brasil, ja foi descrita a presenca de isolados mutantes em trés estados da re-
gido da bacia do Rio Amazonas (RACHID VIANA et al., 2017). Desde 2014 o
Programa Nacional de Prevencédo e Controle da Malaria (PNCM) utiliza para
diagnostico de malaria o SD-BIOLINE MALARIA AG Pf/Pf/Pv, teste combinado
que detecta os antigenos HRP2 e pLDH de P. falciparum devido a confirmacgéao
da presenca de parasitos com essas dele¢des no Brasil e territdrios vizinhos
(BRASIL, 2020). No entanto, é indispensavel descrever a ocorréncia dos genes
deletados em areas brasileiras ainda ndo estudadas.

O objetivo deste estudo foi investigar a exclusdo dos genes pfhrp2 e
pfhrp3 em amostras de pacientes infectados por P. falciparum de uma area en-
démica de malaria no Brasil coletadas no periodo de 2003 a 2016, a fim de
descrever a ocorréncia dos genes deletados na area estudada e identificar o
perfil epidemiolégico da populagdo acometida, bem como a diferenciagéo clini-
ca entre individuos infectados com parasitos com delecdo e sem delegao dos

genes citados.



2. MARCO TEORICO

2.1. HISTORICO, EPIDEMIOLOGIA E TRANSMISSAO DA MALARIA

A malaria € uma doenca complexa causada por protozoarios da
classe Sporozoa, familia Plasmodiidae e género Plasmodium spp., até o mo-
mento, ndo possui vacina eficaz (MINKAH et al., 2018). A afec¢ao pode afetar
mamiferos, passaros e répteis, sendo as seguintes espécies responsaveis pela
malaria humana: Plasmodium falciparum (Welch 1898), Plasmodium vivax
(Grassi & Filetti 1889), Plasmodium ovale (Stevens 1922) e Plasmodium mala-
riae (Laveran 1881), descrito pela primeira vez como uma doenga infecciosa de
humanos por Golgi em 1886 (DESPOMMIER, 1995; MUELLER et al., 2007). O
P. malariae pode infectar chimpanzés em condigdes naturais, enquanto P. falci-
parum, P. vivax e P. ovale possuem exclusivamente humanos como hospedei-
ros vertebrados (REY, 2001).

A malaria zoonética ocorre quando humanos sao infectados com espé-
cies de parasitos da malaria que infectam naturalmente primatas ndo humanos
(BRASIL et al., 2017). Entre as espécies de plasmoédio que podem infectar ma-
cacos, cinco deles foram documentados como potenciais agentes infecciosos
para humanos: no Sudeste Asiatico, Plasmodium cynomolgi (Mayer, 1907),
Plasmodium inui (Halberstadter and Prowazek, 1907) (SATYA et al., 1962) e
Plasmodium knowlesi (Sinton and Mulligan 1932) e na América do Sul, especi-
ficamente na Mata Atlantica do Brasil, Plasmodium simium (Fonseca 1951) e
Plasmodium brasilianum (Gonder and Von Berenberg-Gossler, 1908) (DEANE,
et al. 1967) (DEANE et al., 1966; COATNEY, 1971; SABBATANI, et al., 2010;
BRASIL et al., 2017).

Provavelmente, a malaria originou-se no continente africano, na pré-
historia, atingindo as regides do Mediterraneo, Mesopotamia, india e Sudeste
Asiatico, com a migragao humana. Os primeiros registros da doenga estdo em
escrituras chinesas que remontam a 2.700 anos a.C. e em textos religiosos e
meédicos da Antiguidade. No século V a.C, Hipécrates descreveu seu quadro
clinico e relacionou as doencgas febris com a sazonalidade e a localidade. No
século Il d.C., ocorreram epidemias ciclicas na Europa, descritas por médicos

gregos e romanos que a chamavam de "Febre romana". No século XVIII, a

doenca recebeu o nome italiano "mal aire", pela teoria dos “miasmas”, a hipo6-
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tese era de que a doenca estava associada ao ar insalubre dos pantanos
(CDC, 2010; DE MENDONCGCA, 2006).

Em 1880, o médico francés Charles Louis Alphonse Laveran observou,
pela primeira vez, parasitos da malaria em hemacias de pacientes febris na Ar-
gelia. A descoberta do agente etioldgico da malaria lhe rendeu o Prémio Nobel
em 1907 (CDC, 2010). Em 1897, o médico britanico Ronald Ross, na india, en-
controu formas do parasito da malaria no interior de um mosquito que havia pi-
cado um individuo sintomatico. O ciclo completo do parasito da malaria em se-
res humanos e no mosquito Anopheles spp. foi concluido em estudos posterio-
res entre 1898 e 1899 pelos pesquisadores italianos Amico Bignami, Giuseppe
Bastianelli e Batista Grassi (CDC, 2010; DE MENDONCA, 2006, DOOLAN et
al., 2009).

A malaria € um desafio até os dias atuais (WHO, 2019). A transmissao
esta intimamente associada a fatores climaticos e ecoldgicos por ocorrer pela
picada de um vetor que pode ter caracteristicas sazonais: a fémea do mosquito
do género Anopheles spp.. Também ¢é descrita a infecgdo através de transfu-
sdo sanguinea e transmissao congénita. Condigdes ambientais e sociais sé&o
essenciais para a manutengao de areas endémicas em todo o mundo, porém
fatores mais objetivos como 0 acesso a diagndstico precoce e de qualidade in-
terferem de forma determinante sobre a doengca (WHO, 2019; WOLFARTH-
COUTO et al., 2019).

A malaria € também a doenca tropical mais frequente em paises nao
endémicos, principal causa de febre pds-viagem e a afeccdo mais grave impor-
tada, sendo a causa mais comum de morte evitavel entre as doencgas infeccio-
sas em viajantes (BRONNER et al., 2011). A gravidade em individuos proveni-
entes de regides livres de malaria que se deslocam para areas onde existe
transmissao da doenca esta associada a susceptibilidade desses individuos
(pouca ou nenhuma imunidade) e ao diagnéstico tardio ou errado quando re-
gressam ao local de origem (BRASIL, 2020).

Estima-se que em 2018, ocorreram 228 milhdes de casos e 405.000
mortes por malaria globalmente. No continente africano ocorreram 213 milhdes
ou 93% de todos os casos estimados. Quase 85% das mortes globais por ma-
laria em 2018 foram concentradas em 20 paises da Regido Africana e na india
(WHO, 2019).

Houve uma queda progressiva na taxa global de incidéncia da doenca
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nos ultimos oito anos. Enquanto na Regido Africana houve uma redugdo de
22% na taxa de incidéncia nesse periodo, nas regides avaliadas pela Organi-
zacado Mundial da Saude (OMS) do Sudeste Asiatico houve uma reducgao de
70%. Esses resultados promissores estdo em concordancia com as metas de
reducdo da malaria até 2030 da Estratégia Técnica Global para a Malaria 2016-
2030, propostas em 2015 pela Assembleia Mundial da Saude (WHO, 2015).

A Estratégia Técnica Global para Malaria da OMS tem como meta a re-
ducao de pelo menos 90% dos casos até 2030 e a eliminagdo da malaria em
pelo menos 35 paises; a partir de trés pilares: garantir acesso universal a pre-
vengao, ao diagndstico e ao tratamento da malaria; acelerar os esforgos para a
eliminagdo e obtengao do status livre de malaria; e transformar a vigilancia de
malaria em intervencgao essencial (BRASIL, 2020; WHO, 2015).

Em contrapartida, em outras regides avaliadas no Relatério Mundial da
Malaria 2019, da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), houve pouco pro-
gresso ou mesmo um aumento na taxa de incidéncia; € o caso das Américas,
em grande parte pelo aumento da transmissdo da malaria na Venezuela (WHO,
2019). Segundo a Organizagdo Pan-Americana da Saude (OPAS) houve um
aumento no numero de casos em varios paises da América Latina durante
2016 e 2017, apods quase uma década (2005-2014) de declinio sustentado no
numero de casos na regido. A area de garimpos na Venezuela, a costa pacifica
da Colébmbia e a regido amazébnica do Peru estdo entre as areas com maior
transmissao na regido. Pobreza, ocupagao nao planejada, atividades de risco
de exposicao aos vetores como a mineragao € o crescimento de populagdes
migrantes em situagcdo de vulnerabilidade explicam o aumento de casos da
doencga (OPAS, 2018). De forma divergente, em 2018, o Paraguai e, em 2019,
a Argentina receberam o certificado de paises livres da malaria. El Salvador e
Belize completam em 2020, trés anos sem transmisséo local da doenga, indo
na direcao da certificagao (OPAS, 2020).


https://www.who.int/publications-detail/world-malaria-report-2019
https://www.who.int/publications-detail/world-malaria-report-2019

Malaria no Brasil

A chegada da malaria ao Novo Mundo pode ter ocorrido com os coloni-
zadores espanhois e portugueses a partir do século XVI, porém também pode
estar relacionada a viagens transpacificas de tempos mais remotos (DE MEN-
DONGCA, 2006). O primeiro relato conhecido de malaria brasileira foi em 1587,
afetando os indios Tupinamba (COURA et al. 2006). Por analise molecular su-
gere-se que a malaria por P. falciparum foi introduzida no Brasil com o trafico
de escravos africanos, em 1560. A origem da malaria por P. vivax no Brasil é
menos clara; embora estudos prévios comparativos da diversidade genética
das populacdes de parasitos nas Américas com as da Asia e Oceania, demons-
trarem que as populagdes do Novo Mundo apresentam baixa diversidade gené-
tica consistente com uma introdugéo recente, dados moleculares sugerem que
essa espécie foi introduzida na América do Sul 15.000-30.000 anos atras (TAY-
LOR et al. 2013, GRIFFING et al. 2015).

Epidemias em grande escala no pais estdo associadas a industria da
borracha na Amazoénia, e a construgao de ferrovias, em esforcos para interco-
nectar as vastas terras inexploradas do Brasil interior por trens e fios telegrafi-
cos (COURA et al. 2006, GRIFFING et al. 2015). Durante a construcéo do Fer-
rovia Madeira-Mamoré no atual Estado de Rond6nia em 1907-1912, estima-se
que cerca de 10.000 pessoas morreram por malaria (CARLOS et al., 2019). A
abolicdo da escravatura em 1888 interrompeu a industria agricola o que resul-
tou em sistemas de irrigagdo e drenagem abandonadas na Baixada Flumi-
nense, planicie costeira do Rio de Janeiro e partes do estado de Sao Paulo.
Essas regides foram hiperendémicas por décadas (GRIFFING et al. 2015).

A primeira campanha antimalarica realizada no Brasil foi em 1905, du-
rante a construgao do porto de Santos, no estado de Sao Paulo. A introdugao
de Anopheles gambiae (Giles, 1926) no Nordeste por barcos vindos da Africa
na década de 1930 foi responsavel por uma epidemia no pais com cerca de
14.000 mortes entre 1938-1939. Uma campanha nacional iniciada em 1938
eliminou o mosquito em dois anos. Ocorreu consistente redugao do numero to-
tal de casos de malaria no Brasil e eliminagdo quase total da doenga na regido
extra-amazoénica nas décadas de 1950-60, com novas campanhas de controle,

a criacao do Servigco Nacional de Malaria e com o advento do dicloro-difenil-tri-
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cloroetano (DDT) e da cloroquina (CARLOS et al., 2019).

Os casos de malaria aumentaram significativamente na Regido Amaz6-
nica, devido a mudangas demograficas durante o regime militar na década de
1970 (FERREIRA & CASTRO, 2016). Novas migragdes humanas geraram im-
pacto no ecossistema Amazonico, como desmatamento e mudangas nos fluxos
de rios, lagos e pantanos, e resultaram em um aumento progressivo nos casos.
Toda a Regiao Norte experimentou um aumento dramatico nos casos de mala-
ria nas décadas de 70 e 80. Na década de 90, a malaria permaneceu como um
doencga endémica na Regido Amazonica, em resposta, foi criado o Programa
Nacional de Controle da Malaria no inicio dos anos 1990 (FERREIRA & CAS-
TRO, 2016; CARLOS et al., 2019).

Nos ultimos 30 anos, houve flutuagdes no numero de casos de malaria,
com picos de cerca de 600.000 casos em 1998-2000 e 2004—-2006. No ano de
2019, o Brasil notificou 157.454 casos de malaria, uma reducéo de 19,1% em
relacdo a 2018, em que foram registrados 194.572 casos. A malaria falciparum
e mista também apresentou queda, com 21.126 casos notificados em 2018 e
17.139 em 2019, uma reducao de 18,9%. (BRASIL, 2020; OPAS, 2020).

Todavia, a malaria permanece no Brasil. A doenga também é conhecida
como paludismo, febre terca (benigna se infecgao por P. vivax ou maligna se
infeccado por P. falciparum), febre quarta (se infecgcado por P. malariae), treme-
deira, batedeira ou febre (GOMES et al., 2011), entre outros. A transmissao da
malaria no pais geralmente ocorre em areas rurais, em comunidades ribeirin-
has, assentamentos, areas indigenas e garimpos, mas também sao registrados
casos em areas urbanas e periurbanas (BRASIL, 2020). Cerca de 99% da
transmissao da malaria concentra-se na regido da Amazébnia Legal, onde as
condicbes ambientais sdo propicias para a manutencao da doenca. A Amazé-
nia Legal engloba 9 estados (Acre, Amapa, Amazonas, Maranhao, Mato Gros-
so, Para, Rondbnia, Roraima e Tocantins) e 808 municipios (Figura 1) (BRA-
SIL, 2020; TADEI et al., 1998; WOLFARTH-COUTO et al., 2019). Na Amazébnia
Legal, a transmissdo € em grande parte autdéctone de P. vivax, espécie res-
ponsavel por cerca de 90% de todos os casos no pais, e de P. falciparum por
mosquitos do subgénero Nyssorhynchus, principalmente Anopheles darlingi
(Root, 1926) (CARLOS et al., 2019). O P. vivax, embora com menor viruléncia
comparado ao P. falciparum esta associado também ao aparecimento de casos

complicados, inclusive com mortes (BRASIL, 2020). O controle das infec¢des
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por P. vivax é particularmente desafiador pelas caracteristicas biolégicas unicas
da espécie que incluem baixa parasitemia que pode ser indetectavel por micro-
scopia, formas latentes, infecgdes assintomaticas assim como a presenca pre-
coce de gametdcitos que favorecem a manutengao do reservatorio do parasito
(CARLOS et al. 2019; BRASIL, 2020). Enquanto a transmisséo de P. vivax &
generalizada, a transmissao de P. falciparum é restrita a areas delimitadas

principalmente nos Estados do Amazonas e Acre (CARLOS et al., 2019).

] Sem transmissao Y
[ Baixo risco i :
B Médio risco ) >
I Alto risco

500 0 500 1000 1500 2000 km

Classificacdo da IPA: Sem transmiss30: 0 casos autdctones; Baoo risco (IPA < 10 ¢as0s/1.000 habitantes); Médio risco
(IPA entre 10 e <50 cas0s/1.000 hab.); Alto risco (IPA = 50 casos/1.000 hab.)

Figura 2.1. Distribuicao do risco de transmissao da malaria no Brasil, baseando-se
nos registros dos niveis de incidéncia parasitaria anual (IPA) do ano de 2018. (Extraido
de BRASIL, 2020. Disponivel em: https://antigo.saude.gov.br/images/ijpeg/2020/June/
02/1PA-2018.jpeq).

A regido extra-amazodnica é responsavel por menos de 1% do total de
casos notificados no Brasil (BRASIL, 2020), que ocorrem predominantemente
na Mata Atlantica, onde a transmissao autoctone de P. vivax se da tipicamente
através dos mosquitos associados a bromélias Anopheles cruzii (Dyar & Knab,
1908) e Anopheles bellator (Dyar & Knab, 1906) do subgénero Kerteszia. Ha
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estudos recentes de infeccdo humana por P. simium no Rio de Janeiro. A dis-
tincdo dessa espécie com o P. vivax por exame microscopico € impraticavel,
necessitando de técnicas moleculares mais sofisticadas para o diagnéstico da
espécie. O tratamento, no entanto, é idéntico ao de malaria por P. vivax e sua
evolugado € benigna (BRASIL, 2020; BRASIL et al., 2017). Ao longo da costa
brasileira a transmissdo de P. vivax ocorre principalmente pelo Anopheles
aquasalis (Curry, 1932) (DEANE, 1986; CARLOS et al., 2019). A malaria na
Regido Extra-Amazoénica apresenta maior letalidade devido ao retardo no dia-
gnostico e no tratamento e pelas infecgbes importadas de paises endémicos
das Ameéricas, Africa e Asia, associadas ao P. falciparum, parasito de maior vi-
ruléncia (BRASIL, 2020). Os estados da regido extra-amazdnica que mais re-
gistram casos autdctones de malaria sdo: Espirito Santo, Minas Gerais, Sao
Paulo, Rio de Janeiro, Bahia e Parana (BRASIL, 2020). No Estado do Espirito
Santo e Sao Paulo, altos percentuais de anticorpos IgM e IgG para P. vivax, P.
malariae e P. falciparum foram detectados entre pessoas sem sintomas de
malaria, sugerindo taxas de exposicédo elevadas (CERUTTI, et al., 2007; CU-
RADO et al., 2006; COUTO et al., 2010).

Dados recentes mostram que de janeiro a setembro de 2019, foram noti-
ficados 354 casos de malaria em territorio brasileiro Extra-Amazénico, sendo
70 associados ao P. falciparum, grande parte importados; enquanto 151.966
casos foram registrados em 2019 na regido Amazodnica, sendo 16.495 casos
(10,9% do total) de infeccao isolada ou mista por P. falciparum (BRASIL, 2020).
O Amazonas foi o estado mais acometido pelo P. falciparum (BRASIL, 2020).
Em 2019, Sao Gabriel da Cachoeira (AM) foi o0 municipio com o maior numero
de casos autéctones de malaria falciparum e mista, seguido por Barcelos (AM).
Porém a cidade de Cruzeiro do Sul no Acre também recebe destaque, sendo
classificada como o terceiro municipio prioritarios para malaria falciparum e
malaria mista em 2019 (BRASIL 2020). As razdes para o alto numero de casos
de P. falciparum na parte mais ocidental da Amazdnia Brasileira sdo mal com-
preendidas. Migragdes humanas e a expanséo da piscicultura na regido podem
estar associadas (CARLOS et al., 2019). A transmissao de P. malariae é even-
tual, enquanto casos autdctones de malaria por P. ovale ndo foram registrados
no Brasil (BRASIL, 2020).



2.2. CICLO DO PLASMODIUM SP. E PATOGENESE DA MALARIA

Os plasmoddios sao parasitos heteroxenos (Figura 2), ou seja, com obri-
gatoriedade de um hospedeiro invertebrado e um hospedeiro vertebrado para
sobreviver (SILVA, 2019). O ciclo no homem inicia-se com a inoculagao de
esporozoitos, a forma infectante do parasito, na corrente sanguinea do hospe-
deiro humano, através da picada do mosquito fémea do género Anopheles spp.
(CDC, 2020). Os esporozoitos que conseguem escapar do sistema mononu-
clear fagocitario penetram no figado, para se replicar dentro dos hepatdcitos
(GOMES et al., 2011). O desenvolvimento do parasito nos hepatdcitos requer
aproximadamente, em média, seis dias para o P. falciparum, oito para o P. vi-
vax, e cerca de duas semanas para o P. malariae (BRASIL, 2020). Ali eles se
multiplicam por esquizogonia exoeritrocitica, dando origem aos esquizontes te-
ciduais que ao se romperem liberam milhares de merozoitos. Quando essas
formas alcancam os capilares intra-hepaticos e a corrente sanguinea inicia-se o
ciclo eritrocitico da doenga (GOMES et al., 2011; CDC, 2020). Nas infec¢des
por P. vivax e P. ovale, alguns parasitos ficam em estado de laténcia no figado.
Estas formas latentes sdo denominadas hipnozoitos e sao responsaveis pelos
episodios de recaida da doencga, que ocorrem apods periodos variaveis de incu-
bacdo, geralmente dentro dos seis primeiros meses apos o tratamento sem o

medicamento hipnozoiticida (BRASIL, 2020) ou mesmo anos.

Parte dos merozoitos na corrente sanguinea sao fagocitados, porém ou-
tra parte interage com as proteinas na superficie do eritrocito e por adesao o
parasita consegue entrar nas hemacias. Apds invasao os merozoitos se de-
senvolvem e estes em esquizontes sanguineos, que se rompem liberando me-
rozoitos no processo denominado esquizogonia eritrocitica. Sucessivos parasi-
tos crescem dentro dos glébulos vermelhos e os destroem, liberando merozoi-
tos que continuam o ciclo invadindo outros glébulos vermelhos. Com a ruptura
das hemacias infectadas e a liberagdo dos merozoitos, ocorrem os paroxismos
febris (GOMES et al., 2011; CDC, 2020). A crise agudfa da malaria, chamada
de acesso malarico, caracteriza-se por episoédios de calafrio, febre e sudorese;
tem duragédo variavel de 6 a 12 horas e pode cursar com temperatura igual ou
superior a 40°C (BRASIL, 2020). Esses episddios podem vir acompanhados de

nauseas, vomitos, dores de cabega e musculares (SUAREZ-MUTIS et al, 2005;
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SILVA et al., 2019). Apds os primeiros paroxismos, a febre pode passar a ser
intermitente (BRASIL, 2020). A periodicidade da esquizogonia sanguinea do
Plasmodium falciparum é de 36 a 48 horas e a febre esperada a cada 2 dias
(febre tercéd), assim como P. vivax enquanto o ciclo do Plasmodium malariae é
de 72 horas e a febre prevista a cada 3 dias (febre quartd). No entanto, nem
sempre se observa o classico padrao de febre e ndo se deve esperar esse pa-
drao caracteristico para pensar no diagnéstico (SUAREZ-MUTIS et al, 2005;
BRASIL, 2020).

O periodo de incubagado da malaria, ou seja, o periodo entre a picada e
0 primeiro acesso malarico, varia de acordo com a espécie de plasmaddio. A in-
feccao por P. falciparum apresenta periodo de incubagao mais curto: de 8 a 12
dias; enquanto em infecgoes por P. vivax, 13 a 17 dias e por P. malariae, 18 a
30 dias (BRASIL, 2020).

Alguns merozoitos se diferenciam em estagios eritrocitarios sexuais es-
chamados gametdcitos, que podem ser de dois tipos, diferenciados microsco-
picamente nos esfregagos sanguineos: os microgametocitos (masculinos) e os
macrogametocitos (femininos) (BRASIL, 2009). Infec¢des por P. vivax apresen-
tam gametdcitos circulantes desde antes do inicio da infecgao clinica, enquanto
a infecgao por P. falciparum costuma apresentar gametdcitos na circulagao per-
iférica apenas apos sete dias de infecgao (BRASIL, 2020). Os gametdécitos sao
ingeridos pela fémea do mosquito Anopheles sp., seguindo seu desenvolvi-
mento sexuado no vetor onde ocorrera o ciclo esporogdnico (BRASIL, 2009;
GOMES et al., 2011). Apos a fecundagcédo dos gametdcitos os zigotos séo for-
mados no estdbmago do mosquito e se tornam madveis e alongados (oocineto)
e invadem a parede intestinal do mosquito, onde se desenvolvem em oocistos,

no interior do qual se desenvolverao os esporozoitos (BRASIL, 2009).

Os oocistos crescem, rompem e liberam os esporozoitos na hemolinfa
do inseto e migram até as glandulas salivares. O tempo do ciclo esporogbnico
nos insetos esta entre 10 a 12 dias e pode sofrer variagbes de acordo com a
espécie de plasmddio e com a temperatura. A inoculagdo dos esporozoitos em
um novo hospedeiro humano, durante o repasto sanguineo, perpetua o ciclo de
vida do Plasmodium spp. (BRASIL, 2009).
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Figura 2.2. Ciclo de vida do Plasmodium sp. (Extraido e adaptado de CDC,

2020. Disponivel em: https://www.cdc.gov/malaria/about/biology/index.html).

O quadro clinico da malaria depende da espécie do parasito, da quanti-
dade de parasitos circulantes (parasitemia), do tempo de doenca e do nivel de
imunidade adquirida pelo paciente (BRASIL, 2020).

As formas graves de malaria acometem predominantemente hospedei-
ros primoinfectados, como viajantes procedentes de areas nao endémicas, pois
habitantes de areas endémicas submetidos a infeccdes recorrentes podem de-
senvolver imunidade de forma lenta e variavel (DOOLAN et al., 2009; NAH-
RENDOREF et al., 2020); gestantes e criangas menores de cinco anos também
podem ter doenca grave (SUAREZ-MUTIS et al., 2005, BRASIL, 2020).

O papel protetor dos anticorpos adquiridos passivamente contra a mala-
ria € discutivel (RILEY et al., 2000), no entanto, recém-nascidos de areas de
alta transmissdo parecem protegidos naturalmente da malaria grave durante
seis meses, possivelmente pela transferéncia de anticorpos IgG maternos
(SILVA et al., 2019) e por fatores inibidores do crescimento do parasita, como

lactoferrina e IgA secretora encontrados no leite materno e no soro materno e
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infantil (KASSIM et al., 2000; DOOLAN et al., 2009). Criangas com mais de seis
meses e menos de cinco anos representam um grupo de risco de malaria grave
em areas de transmissao intensa, e responderam por 67% (272.000) de todas
as mortes por malaria no mundo em 2018, representando o maior risco no
adoecimento (WHO, 2019). Por volta dos cinco anos de idade, a frequéncia da
doencga clinica comega a diminuir e o risco de mortalidade diminui drastica-
mente. A idade de inicio desta protecao € mais cedo com transmissao mais in-
tensa, mas raramente antes dos dois anos de idade (DOOLAN et al., 2009).
Nessas criangas, alta densidade parasitaria pode ocorrer na auséncia de sin-
tomas clinicos (DOOLAN et al., 2009; NAHRENDOREF et al., 2020; DEMOLUE
et al., 2017). Na vida adulta, ocorre o fendmeno de alto grau de responsividade

imunoldgica em conjunto com densidades baixas de parasitos (imunidade “pré-

uniao”), onde o portador assintomatico é a regra entre os adultos. No entanto,
isso ndo se aplica a mulheres gravidas, que voltam a apresentar susceptibili-
dade acentuada a formas graves de malaria (SUAREZ-MUTIS & COURA,
2007; DOOLAN et al., 2009). Quando esses adultos sdo removidos da locali-
dade endémica que habitam e, por consequéncia, da exposicao rotineira a in-
feccbes por P. falciparum, ocorre a perda dessa imunidade, o que sugere se
tratar de uma imunidade mediada diretamente pela presenga dos parasitos e
nao pelo contato do sistema imune com infeccdes anteriores, de forma semel-
hante a infecgbes por helmintos (DOOLAN et al., 2009).

O P. falciparum, por apresentar uma duracido menor do ciclo tecidual,
maior produgdo de merozoitos durante as esquizogonias, pela capacidade de
infectar hemacias de qualquer idade e pela fisiopatologia propria, pode produzir
hiperparasitemias com potencial para o desenvolvimento de quadro clinico
mais grave da doencga. As infec¢des pelo P. falciparum associa-se a maior inci-
déncia de anemia grave, pela destruigdo elevada e rapida de hemacias assim
como malaria cerebral, complicagdes respiratorias e renais por quadros de
trombose e embolias (SUAREZ-MUTIS et al., 2005; GOMES et al., 2011). De
acordo com a Organizagao Mundial da Saude (OMS), Plasmodium falciparum

foi responsavel por mais de 90% de todas mortes em 2017 (WHO, 2018).

A codificacdo do genoma do P. falciparum, apresentada pela primeira vez em
2002, permitiu a identificacao de proteinas envolvidas nos mecanismos de pa-

togenicidade particulares dessa espécie que potencializam o risco de casos
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graves e fatais (FLORENS et al., 2002). Apés adentrar a hemacia, o parasito
promove mudancas na sua membrana celular que levam a aderéncia das
hemacias infectadas as células endoteliais de vasos pés-capilares de 6rgaos
como cérebro, pulmdes e rins (FINNEY et al., 2010; NAHRENDOREF et al.,
2020). Knobs e outras adesinas facilitam a citoaderéncia (FRANCISCHETTI et
al., 2008). Também ocorre um processo no qual as hemacias infectadas se

aderem a hemacias nao infectadas, tornando-se rigidas e promovendo a for-
macéo de agregados celulares denominados “rosetas”. As “rosetas” podem

bloquear o fluxo sanguineo na microcirculagdao (DONDORP et al., 2008). Para-
sitemias maiores ou iguais a 5% de hemacias infectadas séo relacionadas a
formas mais graves da doencga, pelo maior acometimento da microcirculagéao e
pela presenca de efeitos metabdlicos deletérios como a hipoglicemia e a aci-
dose latica (GOMES et al., 2011).

2.3. DIAGNOSTICO DA MALARIA

Os sinais e os sintomas provocados pelo Plasmodium spp. ndo sao
especificos, assemelhando-se aos de outras doencgas febris agudas tais como
dengue, chikungunya, zika, febre amarela. Essa auséncia de especificidade
dos sinais e sintomas dificulta o diagnéstico clinico da doenga. Dessa forma, o
diagndstico e a tomada de decisédo para o tratamento da malaria deve ser
sempre baseada na confirmagao laboratorial (BRASIL, 2020). O diagndstico
laboratorial de malaria baseia-se na visualizacdo do parasito por meio de
microscopia oOtica da gota espessa corada com azul de metileno e Giemsa.
Considerado o padrao ouro, identifica os parasitos a partir da analise da sua
morfologia e dos seus estadios de desenvolvimento encontrados no sangue
periférico (BRASIL, 2009; WONGSRICHANALAI et al., 2007).

A técnica demanda cerca de 60 minutos entre a coleta do sangue e o
fornecimento do resultado. Um técnico experiente pode diferenciar no exame
da gota espessa as espécies e o estagio de evolugdo do parasito circulante.
Um esfregago delgado permite a melhor visualizagédo das formas porém a
sensibilidade do diagndstico é menor que a da gota espessa (BRASIL, 2020).
O exame microscopico da gota espessa possibilita detectar densidades baixas

de parasitos (5-10 parasitos/uL de sangue), quando o exame é feito por
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profissional experiente. Contudo, nas condi¢cbes de campo, a capacidade de
deteccdo é de 100 parasitos/uL de sangue. Pode-se ainda calcular a densidade
da parasitemia em relagdo aos campos microscopicos examinados, o que tem
maior utilidade nas infec¢des por P. falciparum, pois alta parasitemia representa

maior risco de formas graves da doenga (BRASIL, 2020).

Porém determinados fatores podem reduzir o acesso a essa técnica
diagndstica. A gota espessa depende da qualidade dos reagentes utilizados e
de pessoal técnico bem treinado e experiente no preparo e leitura das laminas.
Também €& necessaria permanente supervisdo e controle de qualidade do
diagndstico de malaria como € recomendado no Brasil (BRASIL, 2020). Outra
dificuldade encontrada, € que servigos de microscopia e laboratérios de
parasitologia podem apresentar disponibilidade apenas durante o horario
expediente, enquanto o diagnostico de malaria deve ser rapido para evitar
atrasos no tratamento adequado, inclusive em plantdes noturnos e em finais de
semana (BRONNER et al., 2011). Por fim, a necessidade de microscopios e luz
elétrica pode limitar se alcance dessa técnica diagnostica em determinadas
regides (WONGSRICHANALAI et al., 2007).

Outro método que pode ser empregado para o diagnostico de malaria é
através da detecgdo molecular pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR).
Esta técnica possui altas sensibilidade e especificidade (COSTA et al., 2008) e
€ o método recomendado para diagnosticar infec¢gdes pauciparasitarias por
qualquer espécie. No sudeste asiatico o diagnéstico da infecgdo por Plasmo-
dium knowlesi s6 pode ser realizado usando a PCR (BRONNER et al., 2011).
PCR também é particularmente importante para a diferenciacao da espécie de
plasmédio quando os niveis do parasito estdo muito baixos e na deteccao de
infeccbes mistas, mais dificeis de serem diagnosticadas por microscopia (BA-
KER et al., 1992; SNOUNOU et al., 1993; COSTA et al., 2008; BRONNER et
al., 2011). No entanto, o diagndstico molecular € um método de alto custo e
complexidade. Consiste na extragcdo do DNA de amostras de sangue de indivi-
duos com suspeita de infeccao pelo parasito e na amplificacdo do DNA pela
reacao em cadeia da polimerase (TIRASOPHON et al.,, 1991; BAKER et al.,
1992; SNOUNOWU et al., 1993). Trata-se de um método viavel apenas em labo-

ratérios de referéncia, como de hospitais universitarios. Portanto, a PCR néao é
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adequada para o diagnéstico de rotina de malaria (COSTA et al., 2008; BRON-
NER et al., 2011).

Na década de 1990 houve o desenvolvimento de testes de cromatogra-
fia que permitiram a identificagdo de antigenos especificos do Plasmodium spp.
por testes rapidos (MOUATCHO & GOLDRING, 2013). Os testes rapidos de
diagnostico (RDTs) para malaria se tornaram uma alternativa viavel a micros-
copia e a técnica molecular, pois ndo requerem laboratdrio, eletricidade, técnica
elaborada ou equipamento especial; sdo de simples execucéo e fornecem um
resultado positivo ou negativo em 20 minutos. Atualmente sédo testes ampla-
mente adotados (WONGSRICHANALAI et al., 2007).

Os testes rapidos de diagndstico (RDTs) para malaria vém em kits de
testes individuais que detectam antigenos especificos para Plasmodium spp.
presentes em um pequeno volume de sangue fresco (5 a 10uL) usando imuno-
cromatografia de fluxo lateral (Figura 3). Os RDTs atualmente podem detectar
apenas uma espécie (P. falciparum) ou varias espécies (P. falciparum, P. vivax,
P. malariae e P. ovale). Quando o antigeno do parasito se liga ao anticorpo
marcado com um corante, na fita de celulose, o complexo antigeno anticorpo &
formado resultando em uma linha visivel na janela de resultados (LIANG et al.,
2020).

Os primeiros estudos sobre RDTs surgiram em 1990. O “ParaSight F”,
(Becton Dickinson Microbiology Systems®, Sparks, Marylan), foi utilizado em
pacientes no distrito de Bagamoyo, area endémica de malaria na Tanzania em
1993, sendo comercializado em 1995 (SHIFF et al., 1993; LAFERI et al., 1997;
CHIODINI, 2014). O teste detectava o antigeno HRP2 de trofozoitos de P. falci-
parum em 10 minutos com uma uUnica gota de sangue. Quando comparado
com a gota espessa o teste apresentava sensibilidade de 88,9% e especifici-
dade de 87,5% (SHIFF et al., 1993). O “ParaSight F”, no entanto, n&o teve su-
cesso comercial e foi retirado do mercado em 2000. A justificativa provavel é
que no periodo, o tratamento empirico com cloroquina era mais econémico e
recomendado para todos os casos suspeitos de malaria (CHIODINI et al.,
2014).
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(a)Anticorpo marcado com corante (Ab), especifico para o antigeno alvo, esta

especifico para complexo com o antigeno-alvo esta ligado a linha do teste e outro
anticorpo especifico para anticorpo esta ligado a linha de controle.

(b) Sangue e solugao tampao sao colocados misturados com o anticorpo marcado com
corante e sao tragadas as linhas com anticorpo ligado.

(c) Se o antigeno estiver presente, algum anticorpo marcado ira ser preso na linha de
teste. Na linha de controle, outro anticorpo marcado preso se liga ao anticorpo
marcado com ou sem o antigeno ligado.

Figura 2.3. Modo de acao dos RDTs para detec¢ao de antigeno da malaria. (Extraido
e adaptado de Organizagao Mundial da Saude, Genebra, Suiga, 2011).

Com o aumento da resisténcia a cloroquina e o advento de combinagdes
a base de artemisinina para o tratamento da malaria por P. falciparum, a OMS
passou a recomendar a decisao de tratamento embasada pelo resultado de um
teste diagnodstico eficaz (WHO, 2010) e o mercado de RDTs apresentou recu-
peracao crucial, atingindo 205 milhées de vendas em 2012 (CHIODINI et al.,
2014). Em 2015, o numero estimado desses testes usados globalmente foi de
314 milhdes (PLUCINSKI et al., 2017).
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O primeiro antigeno HRP (proteina rica em histidina) foi descoberto na
década de 1970 por Araxie Kilejian no Instituto Rockefeller enquanto trabalhava
com o parasito aviario Plasmodium iophurae (POTI et al., 2020). Esse antigeno
apresenta conteudo de histidina excepcionalmente alto e posteriormente foram
identificados trés diferentes antigenos HRPs, que ficaram conhecidos como:
proteina 1 rica em histidina (HRP1), proteina 2 rica em histidina (HRP2) e pro-
teina 3 rica em histidina (HRP3) (ROCK et al., 1987; POTI et al., 2020). Os an-
tigenos HRP2 (ou PfHRP2) e HRP3 (ou PfHRP3) ndo sdo expressos em outras
espécies de parasitos que causam malaria humana, apenas pelo P. falciparum
(ROCK et al., 1987). Esses antigenos sédo expressos no ciclo assexual do P,
falciparum no hospedeiro humano, com maior concentragdo em formas de me-
rozoitos e menor nas formas trofozoito e esquizonte (LEECH et al., 1984; SUL-
LIVAN et al.,, 1996). O HRP2 também ja foi identificado em gametdcitos
(HAYWARD et al., 2000). Essas caracteristicas tornaram o HRP2 um bom alvo
para o diagnéstico de infecgao por P. falciparum (POTI et al., 2020).

Existem RDTs que detectam outros antigenos plasmodiais como as en-
zimas glicoliticas deshidrogenase latica (pLDH) e aldolase. Esses testes come-
caram a aparecer no final da década de 1990 (POTI et al., 2020). Embora es-
sas proteinas estejam presentes em todas as espécies de parasitos de malaria,
€ possivel detectar o género Plasmodium spp. ou espécies individuais de acor-
do com o anticorpo utilizado. Por exemplo, ha testes que identificam LDH es-
pécie-especifica para Plasmodium vivax e Plasmodium falciparum (BELL et al.,
2006; BAKER et al., 2011; MOODY et al., 2002).

Em comparacédo com os RDTs baseados em HRP2, os RDTs que detec-
tam pLDH especifica para Plasmodium falciparum (Pf-pLDH) apresentam me-
nor sensibilidade e menor estabilidade térmica (OCHOLA et al., 2006, CHIODI-
NI et al., 2007). Segundo MAKLER & PIPER (2009), o antigeno HRP2 é muito
resistente as condigdes adversas como temperatura. L/ et al. (2017) publicaram
uma metanalise comparando RDTs baseados na detec¢ao de HRP2 e de Pf-
pLDH, mostrando que a sensibilidade dos testes baseados em HRP2 é superi-
or. O antigeno HRP2 é produzido quantidade abundante e os RDTs baseados
em HRP2 normamente apresentam um desempenho superior quando compa-
rados aos RDTs baseados em outros antigenos, sobretudo em baixas densida-
des parasitarias (WHO, 2018).

18



Um estudo prospectivo multicéntrico com 990 mulheres no segundo ou
terceiro trimestre da gravidez, ndo infectadas pelo HIV, de dois ambientes dife-
rentes endémicos de malaria em Uganda e Burkina Faso avaliou testes de di-
agnostico rapido (RDTs) direcionados a proteina 2 rica em histidina (HRP2) e
lactato desidrogenase do parasita (pLDH) e microscopia, em comparagdo com
PCR. No momento da inscricdo, a proporcdao de mulheres gravidas que eram
positivas para P. falciparum por HRP2 / pan pLDH RDT, Pf pLDH / pan pLDH
RDT, microscopia e PCR foi de 38%, 29%, 36% e 44% em Uganda e 21%,
16%, 15% e 35% em Burkina Faso, respectivamente. Todas as taxas de positi-
vidade do teste diminuiram durante o acompanhamento. Em comparagdo com
a PCR, a sensibilidade do HRP2 / pan pLDH RDT, Pf pLDH / pan pLDH RDT e
microscopia foi de 75,7%, 60,1% e 69,7% em Uganda, 55,8%, 42,6% e 55,8%
em Burkina Faso, respectivamente. O estudo sugeriu que os RDTs baseados
em HRP2 sao o teste point-of-care mais apropriado para uso durante a gravi-

dez, especialmente para mulheres sintomaticas (KYABAYINZE et al., 2016).

Houve um estudo em Gana que avaliou a precisdo do diagndstico de
trés RDTs para malaria: CareStart (HRP2), CareStart (HRP2 / pLDH) e SD Bio-
line (HRP2 / pLDH); em 754 participantes dos dois principais hospitais publicos
nos distritos de Kintampo de Gana de junho de 2014 a agosto de 2014. Em
comparagao com a microscopia, a sensibilidade, especificidade, valor preditivo
positivo, valor preditivo negativo e o ROC foram para CareStart (HRP2), 98,2%,
66,5%, 82,6%, 95,6%, 0,82; para CareStart (HRP2 / pLDH) 98,2%, 66,5%,
82,6%, 95,6%, 0,82 e para SD-Bioline (HRP2 / pLDH) RDTs 98,2%, 69,2%,
84,2%, 96,0%, 0,84 respectivamente. O desempenho tanto do RDTs baseados
exclusivamente na deteccdo de HRP2 quanto RDTs baseados na detecgao de
HRP2/ pLDH foi aceitavel em um corte de 25 ou mais parasitos por ul de
sangue (ADU-GYASI et al., 2018).

Os testes que identificam HRP2 como antigeno especifico para o diag-
nostico de malaria por P. falciparum sdo os mais utilizados globalmente (GAM-
BOA et al., 2010; PLUCINSKI et al., 2017). No entanto, deve se ter em vista
que o antigeno HRP2 foi escolhido como um antigeno adequado para teste ra-
pido diagndstico antes da disponibilidade dos dados gendémicos e protedmicos
atuais sobre P. falciparum (POTI et al., 2020).
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Na ultima década houve uma expansao das intervengdes de controle da
malaria e um declinio substancial na morbimortalidade global da doenga. Um
dos principais avangos dos programas de controle da malaria foi o uso dos
RDTs baseados na deteccao de HRP2. Os RDTs no Brasil sao utilizados em
situagdes onde é complicado processar o exame da gota espessa, como em
areas de dificil acesso e mesmo em areas urbanas, em plantdes noturnos por
exemplo ou na falta de microscopistas. Atualmente, uma abordagem otimista
destaca alvos de eliminagao do P. falciparum, incluindo o Brasil, até 2030, com
o auxilio de ferramentas como os testes rapidos diagnésticos (WHO, 2015). Ha
dados promissores como a mortalidade relacionada a malaria ter diminuido em
60% na Africa desde 2000 e o fato que, somente em 2017, os testes rapidos
foram responsaveis por mais de 75% dos testes de diagndstico utilizados para
avaliar os casos suspeitos de malaria na Africa Subsaariana (WHO, 2019). Em
estudo realizado de novembro de 2007 a janeiro de 2008 para avaliar a pre-
cisao do teste de um RDT em Camardes, o risco de ter uma falha clinica com
tratamento presuntivo de criangas febris foi sete vezes maior do que com o uso
de RDTs (SAYANG et al., 2009).

No entanto, a sensibilidade dos testes rapidos baseados na identificagcao
da HRP2, apesar de ter sido comparavel a microscopia de qualidade nos pri-
meiros estudos, comecgou a se apresentar de forma variavel em estudos poste-
riores em diferentes regides endémicas (LEE et al., 2006; GAMBOA et al.,
2010). Isso acendeu um alerta para a Organizagdo Mundial de Saude, que de-
senvolveu um Programa de Avaliacdo de RDTs para Malaria (WHO, 2015;
POTI et al., 2020).

Variagdes na sensibilidade dos RDTs podem ocorrer por fatores relacio-
nados ao dispositivo como a qualidade de fabricagdo, condicdes de armaze-
namento, técnicas de realizacdo, interpretagao dos resultados (CHIODINI et al.,
2007), além de fatores parasitarios como a densidade parasitaria, a quantida-
de de antigeno produzido pelo parasito ou sua persisténcia no sangue periféri-
co (BELL et al., 2005; GILLET et al., 2011). Esses testes podem gerar resulta-
dos falso-positivos em pacientes ja tratados com antimalaricos, devido a circu-
lagdo do antigeno HRP2 persistente que pode ser de até um més apods o tra-
tamento (BELL et al., 2005 e GILLET et al., 2011). Em comparacgao, testes de

pLDH e aldolase ndo sao mais positivos dois a sete dias apds tratamento efi-
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caz para malaria (DALRYMPLE et al., 2018). Dados na literatura mostram re-
sultados falso-positivos em pacientes com auto-anticorpos, como fator reuma-
téide e anticorpos antinucleares (LAFERI et al., 1997) ou infecgbes ndo malari-
cas como infecgbes por Trypanosoma cruzi, dengue, Leishmania e Schistoso-
ma spp. (CHIODINI et al., 2014).

Resultados falso-negativos podem ocorrer em individuos com niveis de
parasitemia abaixo do limite de deteccdo, em torno de 50 a 200 parasitos/uL
para a maioria dos testes comercialmente disponiveis (ABBA et al., 2011). Re-
centemente, foram desenvolvidos RDTs com metodologia aprimorada de de-
teccéo ultra-sensivel (URDTs) e um limiar de detecgao inferior a 10 parasitas/
ML; sdo testes de particular interesse em identificar infecgdo assintomatica de

baixa densidade parasitaria em regides endémicas (POTI et al., 2020).

Niveis muito altos de antigeno HRP2 circulantes, por sua vez, também
podem causar resultado falso-negativo pelo fenbmeno denominado efeito ‘pro-
zona’, em que o anticorpo do teste pode ficar saturado pelo excesso de antige-
nos no meio. Varios fatores podem aumentar o risco do efeito ‘prozona’, influ-
enciando na velocidade da movimentagao ideal para as interagdes antigeno-
anticorpo, como por exemplo, o tamanho dos poros da membrana de nitrocelu-
lose, viscosidade e volume do tampéo, a estrutura dos anticorpos, afinidade e
avidez da ligagcdo de antigeno-anticorpo e mesmo a aplicagdo de um volume
alto de sangue (RISCH et al., 1999; GILLET et al., 2009; GILLET et al., 2011).

GILLET et al. (2011) avaliaram o impacto do efeito ‘prozona’ no resultado
dos RDTs ao analisar amostras de sangue de pacientes de Mogambique com
alta parasitemia por P. falciparum. O efeito ‘prozona’ afetou todas as seis mar-
cas analisadas de RDTs baseados na detecgdo de HRP2 em proporgdes que
variaram de 6,7% a 38,2% das amostras testadas. Os dois RDTs baseados na
deteccgao de Pf-pLDH nao sofreram o efeito ‘prozona’. As marcas ICT Malaria e

Paracheck-Pf foram as mais afetadas.
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2.4. TRATAMENTO DA MALARIA

No século XVII, os padres jesuitas observaram o uso de cascas de ar-
vores nativas (Cinchona) pelos indigenas do Novo Mundo, para curar doengas
febris. Em 1735, os jesuitas levaram para a Europa essas cascas em forma de
po, o "pd dos jesuitas" e, apenas em 1820, o seu principio ativo foi isolado, o
Quinino (CDC, 2010; SILVA et al., 2019). Durante a | Guerra Mundial, pesqui-
sadores alemaes desenvolveram os antimalaricos sintéticos. A eficiéncia, segu-
ranca e baixo custo da cloroquina contribuiram para torna-la o antimalarico
mais utilizado. A cloroquina passou a ser recomendada n&do apenas para o tra-
tamento de todas as malarias humanas, mas também para uso profilatico
contra essas infecgdes (CDC, 2010; SILVA et al., 2019). No entanto, a resistén-
cia lenta e gradual a cloroquina surgiu no Sudeste da Asia e na Colémbia
quase simultaneamente e se espalhou para a Africa Subsaariana (VAN DER
PLUIJM et al. 2020).

Para o tratamento contra o P. falciparum resistente a cloroquina, passou-
se a utilizar a mefloquina, desenvolvida na década de 1970 e derivados de ar-
tesimina, cujo principio ativo foi isolado em 1971. As terapias combinadas a
base de artemisinina, ou seja, a combinagdo de um medicamento convencio-
nal, como a mefloquina, com um derivado da artemisinina, como o artesunato
passaram a ser recomendadas pela OMS em todo o mundo como o principal
tratamento para a malaria por P. falciparum (MAJORI, 2004). Entretanto, resis-
téncia a mefloquina (SILVA et al., 2019) e a artemisinina e seus derivados ja
foram detectadas (WHO, 2015; DONDORP, 2010). DINI et al. (2018) e VAN
DER PLUIJM et al. (2020) demonstraram recentemente que novas terapias de
combinacao tripla (diidroartemisinina-piperaquina mais mefloquina e arteméter-
lumefantrina mais amodiaquina) fornecem protegéo e retardaram o surgimento
de resisténcia aos antimalaricos, além de serem bem toleradas e seguras aos
pacientes.

No Brasil, o Ministério da Saude por meio de uma politica nacional orien-
ta a terapéutica e disponibiliza gratuitamente os medicamentos antimalaricos
utilizados em todo o territorio nacional. Os medicamentos especificos para o
tratamento de malaria ndo sdo disponibilizados comercialmente em farmacias
privadas, o que evita a automedicagao e reduz o risco de resisténcia (BRASIL,

2020). Segundo o Ministério da Saude do Brasil, o tratamento da malaria n&o
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complicada por P. vivax ou P. ovale, que produzem hipnozoitos responsaveis
pelas recaidas, consiste na combinagéo de cloroquina (por 3 dias) e primaqui-
na (por 7 dias). Se ocorre recorréncia entre 5 e 60 dias, apds inicio de trata-
mento, € recomendado o uso de artemeter/lumefantrina ou artesunato/meflo-
quina (por trés dias) e primaquina (por quatorze dias). O tratamento de P. mala-
riae assemelha-se ao tratamento para malaria por P. vivax, porém sem a ne-
cessidade da primaquina (BRASIL, 2020). Para o tratamento da malaria por P.
falciparum, recomenda-se o uso de artemeter/lumefantrina ou artesunato/me-
floquina. A primaquina deve ser administrada em dose unica no primeiro dia do
tratamento; o uso dessa medicagao, com as artemisininas, garante a elimina-
¢ao de gametocitos maduros circulantes na periferia (WHITE, 2013; BRASIL,
2020). Todos os adultos e criangas com malaria grave devem ser tratados com
artesunato intravenoso ou intramuscular, por no minimo 24 horas. O uso de
clindamicina intravenosa € uma opcéao alternativa, pois apresenta acao esqui-
zonticida lenta. Resisténcia a artemisinina ainda nao foi detectada no pais
(MENARD et al., 2016; BRASIL, 2020).

Em 2010, a OMS passou a recomendar a introducédo das terapias com
derivados da artemisinina, somente apos a confirmacao do diagndstico. Essa
estratégia, além de econdmica em comparagao a pratica de tratamento empiri-
co, procurou reduzir o uso excessivo de antimalaricos e a disseminacgao de re-
sisténcia do parasito (WHO, 2010; CHIODINI et al., 2014; POTI et al., 2020).

2.5. DELECAO DOS GENES pfhrp2 | pfhrp3

Como foi exposto, o tratamento da malaria é espécie-especifico, e sua
instituicao de forma assertiva e em tempo habil, sé é possivel através de um
diagndstico laboratorial rapido e especifico. Os testes rapidos baseados na de-
teccao de HRP2 identificam infecgao por P. falciparum, espécie com maior risco
de desenvolver malaria grave, portanto com grande necessidade de tratamento
precoce, sao ferramentas muito utilizadas com esse objetivo, embora possam
se associar a resultados falsos negativos por fatores diversos apresentados no

item 2.4. Entretanto, resultados negativos também podem ocorrer em individu-
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os infectados com isolados de P. falciparum portadores de uma mutagao no
gene pfhrp2 resultando em alteragdes na producgdo da proteina HRP2, na ex-
pressao de uma proteina modificada que nao seria mais reconhecida pelos an-
ticorpos usados em RDTs baseados em HRP2 ou em parasitos com o0 gene
pfhrp2 deletado e que, portanto, ndo expressam a proteina HRP2 (BAKER et
al., 2005; GAMBOA et al., 2010; KUMAR et al., 2013; WURTZ, et al., 2013;
MURILLO et al., 2015; THOMSON et al., 2020; WHO, 2020).

A estrutura do gene pfhrp2 é composta por dois exons separados por
um intron com tamanho 1063 pares de bases, com base na sequéncia 3D7, e
localizado na regido subtelomérica do cromossomo 8 (CHENG et al., 2014). E
imediatamente flanqueado por um gene de proteina exportada de Plasmodium
(PHIST) de funcédo desconhecida (PlasmoDB ID: PF3D7_0831900) e um gene
de proteina 70 de choque térmico putativo, PF3D7_0831700 (RACHID VIANA
et al., 2017). A presenga de epitopos repetitivos em HRP2 fornece varios locais
de ligagao de anticorpos e permite a deteccdo mesmo se baixos niveis da pro-

teina (THOMSON et al., 2020).

Os anticorpos monoclonais usados em testes de detec¢gdo de HRP2
frequentemente apresentam reagéo cruzada com o antigeno HRP3. Os antige-
nos HRP2 e HRP3 sdo homodlogos estruturais, ou seja, HRP3 compartilha se-
melhangas estruturais com a proteina HRP2 (BHARTI et al., 2016). Reacdes
cruzadas, no entanto, sdo mais provaveis de ocorrer em infec¢gdes com parasi-
temias acima de 1000 parasitas por gL de sangue, visto que a proteina HRP3 é
menos expressa do que HRP2 (THOMSON et al., 2020; GENDROT et al.,
2019; KOJON & SINGH, 2020). HRP2 exibe também mais polimorfismo do que
HRP3 (KUMAR et al., 2012). O antigeno HRP3 é expresso pelo gene pfhrp3
que tem 977 pares de bases, com base na sequéncia 3D7, localizado na regiao
subtelomérica do cromossomo 13 (RACHID VIANA et al., 2017). E também
composto de dois exons e um intron (GENDROT et al., 2019). E flanqueado
por um gene que codifica uma proteina exportada de Plasmodium (PHISTb) de
funcdo desconhecida, PF3D7_1372100. Outro gene que codifica a acil-CoA
sintetase (PF3D7_1372400) esta localizado a aproximadamente 9,1 kb da ex-
tremidade 3 'de pfhrp3 (RACHID VIANA et al., 2017). Os genes pfhrp2 e pfhrp3
provavelmente sdo derivados de um gene ancestral comum (ROCK et al.,
1987).
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A localizagao dos dois genes em regides subteloméricas os coloca em
um grupo génico de alta diversidade, como propensao a recombinacio e insta-
bilidade genémica (BOPP et al., 2013). GENDROT et al. (2019) em um trabalho
de revisao sobre a diversidade genética dos genes pfhrp2 e pfhrp3 mostraram
que mais de 18 tipos de repeticdes de aminoacidos foram identificadas a partir
das sequéncias PfHRP2. Estes estudos confirmam que HRP2 e HRP3 tiveram
variagao extrema entre o tipo e o numero de repeticdes e podem afetar a sen-
sibilidade dos RDTs baseados em HRP2. Entretanto, a real influéncia da diver-
sidade genética dos genes pfhrp2 e pfhrp3 no desempenho do diagndstico com
RDTs baseados em HRP2 precisa ser melhor elucidada (LE et al., 2020). Al-
guns estudos sugerem que a variagao genética desses genes nao parece ser a
causa dos resultados falso-negativos e sim a alta prevaléncia de delecao deste
gene que esta associada a uma alta taxa de resultados falso-negativos (GEN-
DROT et al., 2019).

O genoma de P. falciparum é extremamente rico em adenina / timina
(80%) e consiste em 5300 genes distribuidos em 14 cromossomos com um to-
tal de 25-30 megabases de DNA. Como consequéncia de exclusdes continuas
e rearranjos, os cromossomos diferem consideravelmente em tamanho
(MEYER, 2002).

Delegbes dos genes pfhrp2 e pfhrp3 em linhagens de laboratério é resul-
tado de dele¢des cromossdémicas, onde um grande fragmento de cromossomo,
geralmente contendo varios genes, é excluido (WELLEMS et al., 1988, JIANG
et al., 2008). GAMBOA et al. (2010) analisaram a sequéncia de DNA dos genes
que flanqueiam pfhrp2 e pfhrp3 de parasitos naturais sem expressao de HRP2
e HRP3 e os resultados sugeriram que a falta de HRP2 foi devido a dele¢des
no cromossomo 8, que removeu o gene pfhrp2 e gene localizado upstream
(MAL7P1.230); enquanto a falta de HRP3 foi principalmente devido a delecbes
no cromossomo 13 que removeu o gene pfhrp3 e seus genes flanqueadores, o
gene localizado imediatamente upstream (MAL13P1.485) e, na maioria dos ca-
sos, o gene downstream (MAL13P1.475). Outro estudo genético realizado no
Peru com quatro isolados clinicos de P. falciparum que apresentavam delegao
do gene pfhrp2 revelou uma delegdo de aproximadamente 20 kb do genoma
mostrando que a delegdo nao é restrita ao proprio gene pfhrp2, mas se esten-

de aos genes vizinhos (AKINYI et al., 2013). A varredura do genoma de 14 iso-
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lados peruanos de P. falciparum revelou dele¢des de regides subteloméricas
em comprimentos de 20-25 kb contendo varios genes, incluindo pfhrp2 e
pfhrp3 (DHARIA et al., 2010). Com base nas descobertas publicadas, entende-
se que as delecdes de pfhrp2 e pfhrp3 ocorrem por causa da quebra cromos-
sbmica e sua reintegracdo nas regides subteloméricas dos respectivos cro-
mossomos. O ponto de quebra pode ocorrer em uma regidao ampla (CHENG et
al., 2014).

A delecéao dos genes pfhrp2 e pfhrp3 em isolados de P. falciparum adap-
tados em laboratério (clones Dd2 e HB3) foi identificada logo nos primeiros es-
tudos genéticos (LEECH et al., 1984; STAHL et al., 1985; WELLEMS et al.,
1988). A primeira evidéncia de delegado natural dos genes pfhrp2 e pfhrp3 em
larga escala foi descrita em 2010 na Amazbnia Peruana (GAMBOA et al.,
2010). Este estudo foi parte do Programa de Avaliagdo de RDT da Malaria da
OMS-FIND, no qual P. falciparum isolados de campo foram coletados de dife-
rentes areas geograficas e caracterizados para uso em testes de RDT para
diagndstico de malaria nos Centros de Controle e Prevencdo de Doencas
(CDC), EUA, e nos lotes de testes utilizados nos laboratérios de coleta (WHO,
2011). O primeiro relato de parasitos de P. falciparum sem os genes pfhrp2 e/
ou pfhrp3 foi em um estudo retrospectivo, com 148 de diferentes areas da re-
gido amazonica do Peru (perto de Iquitos). As amostras coletadas entre 2003
e 2007, 61 (41%) e 103 (70%) nao tinham os genes pfhrp2 e pfhrp3, respecti-
vamente, e 32 (21,6%) amostras tinham dupla delegdo (GAMBOA et al. 2010).
A proporgédo de parasitos sem pfhrp2 aumentou de 20,7% em 1998 e 2001
para 40,6% em 2003 e 2005 na regiao amazébnica do Peru (AKINYI et al.,
2013). Durante um surto de P. falciparum na costa norte do Pacifico do Peru
em 2010 e 2012, 100% das 54 amostras analisadas nao tinham o gene pfhrp2
(BALDEVIANO et al., 2015).

Na Colémbia, de 100 amostras coletadas entre 1999 e 2009, 18 apre-
sentaram pfhrp2 deletado, sendo 14 coletadas do Departamento de Amazonas,
que faz fronteira com o Peru e o Brasil. Dele¢des de pfhrp3 foram encontradas
em 52 das 100 amostras coletadas em todas as regides do pais (MURILLO et
al., 2015). Em estudo com amostras coletadas no sudeste da Colémbia (Ama-
zonas) entre 2008 e 2010, 53,6% dos parasitas ndo tinham o gene pfhrp2, ja

no noroeste esta delegcdo ndo foi detectada (no departamento de Antioquia)
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(DORADO et al., 2016). A prevaléncia de delegdes de pfhrp2 e pfhrp3 foi ava-
liada em 221 isolados de P. falciparum coletados entre 2009 e 2011 na Guiana
Francesa. Nenhum isolado sem o exon 2 do gene pfhrp2 foi identificado, mas
7,4% nao tinham o exon 2 do gene pfhrp3 (TROUVAY et al., 2013). No noroes-
te do Equador, 32 amostras de P. falciparum foram coletadas em um surto
ocorrido entre 2012 e 2013 e os genes pfhrp2 e pfhrp3 estavam intactos em 31
isolados de parasitos relacionados a uma mesma linhagem clonal. Em contras-
te, tanto pfhrp2 quanto pfhrp3 estavam deletados em um isolado de outra li-
nhagem clonal D (SAENZ et al., 2015). Na Bolivia, 4% de 25 amostras coleta-
das em 2010 tiveram delegcédo do gene pfhrp2, enquanto 68% eram pfhrp3-ne-
gativas (RACHID VIANA et al., 2017).

HOUZE et al. (2011) relataram um caso de malaria por P. falciparum em
um cidadao francés que havia viajado para a Amazdnia brasileira e foi diagnos-
ticado erroneamente como malaria nao-falciparum apés um resultado negativo
para HRP2. Posteriormente foi provado que esse isolado n&o possuia os genes
pfhrp2 e pfhrp3. Outro estudo identificou isolados de P. falciparum que pos-
suiam delecao dos genes pfhrp2 e pfhrp3 a partir da analise de 198 isolados de
trés estados da Bacia Amazénica brasileira (Acre, Rondonia e Para) coletados
entre 2010 e 2012. Os respectivos genes flanqueadores também foram amplifi-
cados. O estado do Acre, fronteira com o Peru, possuia a maior propor¢ao de
isolados pfhrp2 negativos (31,6%), em Rondénia, a prevaléncia de exclusao do
gene pfhrp2 foi apenas 3,3%, enquanto nenhuma das amostras coletadas ti-
nham a delecdo no Para, estado localizado na extremidade oriental da bacia
amazodnica brasileira (RACHID VIANA et al., 2017). Essa alta porcentagem de
isolados pfhrp2-negativos em Rondonia foi comparavel com as detectadas no
Peru onde as proporgdes foram de 30% (GAMBOA et al., 2010). Em contraste,
foram detectadas altas proporc¢des de isolados pfhrp3-negativos em todos os
trés estados brasileiros, variando de 18,3% a 50,9% (RACHID VIANA et al.,
2017).

Na Guiana e no Suriname, os genes pfhrp2 e pfhrp3 foram amplificados
em isolados de parasitos coletados entre 2009 e 2011. Todos os 97 isolados da
Guiana foram positivos para pfhrp2 e pfhrp3. No Suriname, 14% das 78 amos-
tras testadas foram negativas para pfhrp2, enquanto 4% foram negativas para

pfhrp3 e as delegbes gendmicas se estendiam aos genes flanqueadores
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(OKOTH et al., 2015). Em estudo realizado no Haiti foram coletadas amostras
de sangue de pacientes febris que compareceram a 17 unidades de saude do
paisentre setembro de 2012 a fevereiro de 2014. De 331 amostras positivas
para P. falciparum por técnica de PCR, 266 (80,4%) foram positivas em teste
para deteccdo do antigeno pAldo, 221 (66,8%) positivas para pLDH e 324
(97,9%) foram positivas para antigenos HRP2/3. As sete amostras (2,1%) posi-
tivas na PCR, porém negativas para os trés antigenos e nao apresentaram
delecdo dos genes pfhrp2 e/ou pfhrp3 (HERMAN et al., 2019).

Estudo na Nicaragua, Guatemala e Honduras, parasitos dos trés paises
mostraram delegdes de um ou de ambos 0s genes e a maior proporgao de de-
lecbes do exon 1-2 pfhrp2 foi encontrada na Nicaragua (30,9%), enquanto os
isolados da Guatemala revelaram o menor numero de delegbes (14,3%). Para-
sitos coletados em Honduras mostraram a maior propor¢cao de delecao de
phfrp3 (96,2%) e apenas 21% dos isolados duplamente negativos (pfhrp2 ne-
gativo e pfhrp3 negativo). A maioria desses parasitas duplamente negativos foi
detectada em Honduras 13/52 (25%), seguida pela Nicaragua 11/55 (20%) e
Guatemala 3/21 (14,3%). Em total, 8 de 27 isolados revelaram auséncia total
dos dois exons em ambos os genes. O restante dos isolados amplificou pelo
menos um exon 2 de qualquer um dos dois genes. Isolados com delegdes
completas de ambos os genes foram detectados nos trés paises (FONTECHA
et al., 2018). Em Honduras, estudo prévio investigou delegbes de pfhrp2,
pfhrp3 e seus respectivos genes flanqueadores em 68 isolados coletados de
2008 a 2009 na cidade de Puerto Lempira; todas as amostras foram positivas
para pfhrp2 e seus genes flanqueadores no cromossomo 8. No entanto, ape-

nas 50% das amostras foram positivas para pfhrp3 (ABDALLAH et al. 2015).

Na india, entre 50 amostras de individuos infectados por P. falciparum
negativas pelo teste RDT baseado em HRP2, verificou-se que 2,4% (36/1521)
e 1,8% (27/1521) delas foram negativas para os genes pfhrp2 e pfhrp3, respec-
tivamente. Dupla delegéo ocorreu em 1,6% (25/1521) das amostras (BHARTI et
al., 2016). A diversidade genética do gene pfhrp2 também foi avaliada em iso-
lados clinicos de parasitos coletados entre maio de 2011 e dezembro de 2012,
na area da fronteira China-Myanmar (87 amostras) e no oeste da Tailandia (10
amostras), a delecao de pfhrp2 foi identificada em quatro de 97 isolados. O se-

qgquenciamento do exon 2 de pfhrp2 de 67 isolados revelou um alto nivel de di-
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versidade genética em pfhrp2. Delegcédo de pfhrp3 foi identificada em trés dos
quatro parasitos com delecdo de pfhrp2 (LI et al., 2015). LE et al. (2020) tam-
bém encontraram alto nivel de diversidade genética em pfhrp2 e pfhrp3 em
Myanmar. Ha um relato de caso de paciente com malaria falciparum em
Bangladesh que testou negativo em RDTs baseados em HRP2s, os resultados
negativos foram atribuidos a uma delecéo de parte do gene pfhrp2 e mutacdes

em ambos os genes pfhrp2 e pfhrp3 (NIMA et al., 2017).

Uma revisdo sistematica do ‘status’ da exclusdo dos genes pfhrp2 e
pfhrp3 entre 2010-2019 selecionou 14 artigos de estudos realizados 12 paises
do Continente Africano. O nivel de exclusdo do gene pfhrp2 e pfhrp3 variou
entre 62% e 0,4% e essa grande variagdo era devido as diferengas de méto-
dos, abordagens, incluindo desenhos de estudo, tamanho da amostra, amos-
tragem e técnicas laboratoriais empregadas (AGABA et al., 2019). Outra re-
visdo sistematica que incluiu 16 estudos realizados em 13 paises mostrou uma
proporgao relativamente alta de exclusées dos genes pfhrp2 e pfhrp3, superior
a 5% (WHO, 2016), bem como influéncia no desempenho diagnéstico de RDTs
baseados em HRP2. Entretanto, observou-se uma grande variabilidade entre
os estudos, especialmente em relagao as regides gendmicas amplificadas, uti-
lizagdo de cepas de laboratério (HB3, 3D7, Dd2) e estratégia para a distingado
entre amostras PCR-negativas para pfhrp devido a baixa parasitemia e ausén-
cia real do gene (KOJON & SINGH, 2020).

Faltam dados de paises altamente endémicos de malaria como Ca-
marodes, Etiopia e Chade (KOJON & SINGH, 2020). Nao ha descri¢gdes de de-
lecdes dos genes pfhrp2 e pfhrp3 em Burkina Faso, Serra Leoa e Niger, que
sao responsaveis por 6, 5 e 4% do total de mortes relacionadas a malaria ocor-
ridas em todo o mundo (KOJON & SINGH, 2020). Em Mogambique, a auséncia
de amplificacdo de pfhrp2 foi observada em apenas um dos 69 isolados sub-
metidos a analise molecular (GUPTA et al., 2017). Em Madagascar, de 68
amostras avaliadas, todas apresentavam pfhrp2 (WILLIE et al., 2018). Por ou-
tro lado, um estudo na Eritreia mostrou alta prevaléncia de parasitos pfhrp2-
negativos na regido avaliada. O ‘status’ dos genes pfhrp2 e pfhrp3 foi pesqui-
sado em 50 pacientes infectados em dois hospitais. Como resultados, foram
encontrados que 80,8% (21/26) dos pacientes no Hospital Ghindae e 41,7%

(10/24) no Hospital Massawa estavam infectados com parasitas pfhrp2-negati-
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vos, enquanto 92,3% (24/26) dos pacientes no Hospital Ghindae e 70,8%
(17/24) no Hospital Massawa foram infectados com parasitos pfhrp3-negativo
(BERHANE et al., 2018). Em Ruanda, 23% de 140 amostras coletadas entre
2014 e 2015 e negativas em RDT baseado em HRP2, foram negativas para o
gene pfhrp2 (exon 2) (KOZYCKI et al.,, 2017). Na Nigéria, a presenca dos
genes pfhrp2 e pfhrp3 foi analisada 66 amostras; os genes pfhrp2 e pfhrp3 néo
apresentaram amplificacédo em 17% (11/66) e 6% (4/66) das amostras, respec-
tivamente. Sete tinham apenas delecéo de pfhrp2, enquanto quatro tinham de-
lecdo de pfhrp2 e pfhrp3 (FUNWEI et al, 2019). Em Mali, a amplificacdo do
gene pfhrp2 foi negativa em 10 de 22 amostras falso-negativas em RDTs, sen-
do todos os casos de infecgbes assintomaticas (KOITA et al., 2012). De 1724
amostras coletadas em Guiné Equatorial em 2013, 11 amostras tiveram ex-
clusdo apenas em pfhrp2, mas nao em pfhrp3, 15 apresentaram exclusao de
pfhrp3, mas ndo em pfhrp2, enquanto 81 apresentaram dupla delecdo (BER-
ZOSA, et al., 2020). Em Uganda, o gene pfhrp2 foi excluido em 10 isolados,
enquanto pfhrp3 em nove e dupla delegao pfhrp2 e pfhrp3 ocorreu em 10 iso-
lados dentre 300 amostras avaliadas (BOSCO et al., 2020). THOMSON et al.
(2019) identificaram, que todas as 80 amostras coletadas em Gana foram posi-
tivas para pfhrp2. Na Tanzénia de 137 amostras, trés amostras apresentaram
delecédo de pfhrp2 e duas tiveram dupla delegdo. Em Uganda, de 194 amos-
tras, sete amostras tinham delecéo de pfhrp2, sendo duas amostras com dupla
delecdo. Nenhuma amostra foi negativa para pfhrp3 e positiva para pfhrp2.
BESHIR et al. (2017) analisaram amostras de criangas assintomaticas no Qué-
nia. Oito amostras com delecao de pfhrp2 com pfhrp3 intacto foram positivas
por RDT baseado em HRP2. Sete isolados de 136 isolados de P. falciparum
coletados em Dakar, Senegal, de 2009 a 2011 n&o foram detectados pelo RDT
baseado na deteccdo de HRP2. Trés dessas sete amostras apresentaram de-
lecéo de pfhrp2 (2,4% do total das amostras). O gene pfhrp3 foi deletado em
12,8% do total das amostras (WURTZ et al., 2013).

A proporgao de parasitas sem o gene pfhrp2 foi de 6,4% na Republica
Democratica do Congo em amostras coletadas de 7.137 criangas menores de
cinco anos de idade em 2013 e 2014, a prevaléncia foi mais alta nas provincias
onde a implantacao dos RDTs baseados em HRP2 foram pioneiras em compa-

ragcao com outras regides (PARR et al., 2017). PARR et al.(2017) procuraram
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explorar diferengas clinicas entre criangas infectadas com plasmédio com dele-
¢ao de pfhrp2 e sem delecdo, porém sem conclusdes significativas. Nesse es-
tudo, entretanto, foram observadas densidades mais baixas de parasitos pela
PCR em tempo real, menor proporcao de positividade para microscopia e me-
nos febre entre individuos infectados por plasmodios pfhrp2-suprimidos. Esses

achados sugerem que houve um custo de adequagao para o parasito.

Compreender a distribuicdo e evolucao destes parasitos mutantes é uma

prioridade para a OMS, pois a dele¢cado do gene pfhrp2 elou pfhrp3 e a conse-
quente nao expressao da proteina HRP2 e/ou HRP3 pode gerar resultados fal-
sos negativos em testes rapidos amplamente utilizados nas areas endémicas.
Estudos s&o encorajados pela OMS para determinar se a prevaléncia local de
mutacdes levando a resultados falsos negativos nestes testes de triagem rapi-
da em pacientes sintomaticos atingiu limite maior ou igual a 5%, o que justifica
uma mudanga na estratégia de diagndstico a nivel local ou nacional (WHO,
2017; WHO, 2020). Resultados falsos-negativos atrasam o diagndstico precoce

e o tratamento dirigido, podendo levar ao 6bito individuos infectados.
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3. JUSTIFICATIVA

Os RDTs para malaria sdao uma alternativa para o diagnostico do
Plasmodium spp. em areas com pouca infraestrutura sanitaria. Estudos
recentes mostraram a presenga de resultados falsos negativos em testes
baseados na detec¢ao da HPR2 do Plasmodium falciparum devido a delecao
do gene pfhpr2 e consequentemente falta de expressao da proteina. Esses
resultados falsos-negativos atrasam o diagndstico precoce e o tratamento, que
no caso da infecgao pelo P. falciparum pode evoluir para doenca grave e morte.
A identificagdo de delecdo do gene pfhrp3 também é importante pois, o gene
expressa a proteina HRP3, que pode fazer reagdo cruzada com o anticorpo
contra HRP2.

Portanto, detectar a presenca de isolados de P. falciparum portadores
da delecdo do gene pfhrp2 elou pfhrp3 e compreender a sua distribuicdo
geografica justifica-se pela necessidade de prover um diagndstico correto em
todas as areas endémicas.Embora existam alguns relatos da prevaléncia dos
gendtipos de delecdo de pfhrp2 elou pfhrp3 em algumas areas da bacia
Amazdnica Brasileira (RACHID VIANA et al., 2017), na regiao do rio Negro nao
ha informagdes sobre a prevaléncia dessas mutagdes em isolados clinicos de

P. falciparum.

Com este estudo procurou-se responder as seguintes perguntas:

1. Ocorre a circulagdo de P. falciparum com delegcdo dos genes pfhrp2 e/
ou pfhrp3 no municipio de Barcelos (AM), area endémica para malaria

na regiao do médio rio Negro?

2. Ha diferengas significativas entre a populagdo acometida pelos parasitos
mutantes e pelos parasitos sem delegcdo, conforme sexo, idade e

quantidade de episédios de malarias pregressas?

3. Parasitos com delegao dos genes pfhrp2 e/ou pfhrp3 estdo associados a

um maior numero de infecgbes assintomaticas?
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

Determinar a presenca de delegédo dos genes pfhrp2 e pfhrp3 em amos-
tras de pacientes infectados com o P. falciparum no municipio de Barcelos, re-

gidao do médio rio Negro, amazonas, no periodo de 2002-2016.

4.2. Objetivos Especificos

1) Determinar a prevaléncia de delecdo dos genes pfhrp2 e pfhrp3 de P.

falciparum na populagao estudada.

2) Identificar o perfil epidemiolégico da populagao estudada conforme sexo,
idade, quantidade de episddios de malarias pregressas e parasito infec-

tante.

4) Avaliar a presenca da delegdo dos genes em amostras de individuos

sintomaticos e assintomaticos infectados com o P. falciparum.
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5. MATERIAL E METODOS

Estudo descritivo observacional usando amostras do biorrepositorio do
Laboratério de Doencas Parasitarias do Instituto Oswaldo Cruz. Estas amostras

foram coletadas no municipio de Barcelos (AM) entre os anos 2003 e 2016.

5.1. LOCALIDADES E POPULAGAO DE ESTUDO:

5.1.1. MUNICIPIO DE BARCELOS

O municipio de Barcelos esta localizado na 6° sub-regido do Alto Rio
Negro na mesorregiao Norte Amazonense na microrregido do Rio Negro, com
sede a margem direita do rio Negro. Pertence ao estado do Amazonas e esta a
40 metros sobre o nivel do mar. Faz fronteira ao Norte com a Venezuela, ao Sul
com os municipios de Maraa e Codajas, ao Leste com o estado de Roraima, ao
Oeste com o municipio de Santa Isabel do Rio Negro e ao Sudeste com o mu-
nicipio de Novo Airdo (SUAREZ-MUTIS, 2007) (Figura 5.1).

Figura 5.1. Localizagédo geografica do municipio de Barcelos dentro da
Amazénia Legal. (Extraido de SUAREZ-MUTIS, 2007).
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Apresenta grande extenséo territorial, com 122.461,086 km?, sendo o
segundo maior municipio do Brasil em extenséo territorial, atras apenas de Al-
tamira no Para. Encontra-se no bioma classificado como amazbnico, o que se
trata de floresta tropical umida, cuja vegetagédo consiste em matas de terra fir-
me, varzea e igapds. O arquipélago de Mariua, pertencente ao municipio, € o
maior do Brasil em aguas fluviais, com cerca de 140 km de extensao, 20 km de
largura e mais de 1.400 ilhas; integra o Parque Nacional do Jau e o Parque Es-
tadual da Serra do Araca, com complexo ecossistema de rios e pantanos e rica
biodiversidade (IBGE, 2020).

As temperaturas maximas sao de 31,7 °C, minimas de 22,0°C e médias
de 26,0°C. As chuvas comegam nos meses de margo e abril, com médias plu-
viométricas superiores a 2.600 milimetros anuais. A cheia do Rio Negro e aflu-
entes ocorre nos meses de julho e agosto, provocando zonas inundadas duran-
te esse periodo. No més de outubro, o Rio Negro comecga a descer, sendo de
outubro a marco a estacdo seca (SUAREZ-MUTIS, 2007). Em toda a Regido
Amazobnica, € esperado um pico sazonal de casos de malaria no periodo de
transicédo entre as estagées umida e seca (BRASIL, 2020).

A cidade teve origem na Aldeia de Mariua, transformada em Vila, ja
nomeada de Barcelos, em 06 de maio de 1758. Houve aumento de circulagao
na regido com o desenvolvimento da industria naval fluvial e o aumento das
atividades extrativistas locais na segunda metade do século XIX. Em 31 de
marco de 1938, Barcelos recebeu foros de cidade por meio do Decreto-lei
Estadual n.° 68. A extracdo da borracha e posteriormente de piacaba, fibra
extraida de palmeiras (Leopoldinia piassaba), foram atividades econdmicas de
destaque na histdria da regido (SUAREZ-MUTIS, 2007).

Atualmente, o extrativismo de piagaba ainda é importante atividade
econdmica na regido, frequentemente relacionado a cadeias de exploragéo de
trabalho com servidao por divida, sem vinculo formal e garantias de direitos
trabalhistas (DE MENEZES, 2018). A pesca sustentavel de peixes ornamentais
também configura atividade de grande relevancia na economia local (IBGE,
2020). O municipio de Barcelos atraiu nas Uultimas décadas importante
migracao indigena do Rio Negro (SUAREZ-MUTIS, 2007).

A populagao estimada para 2020 segundo o IBGE é de 27.638 pessoas

e densidade demografica de 0,23 habitantes / km2 Possui 14,5% dos
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domicilios em esgotamento sanitario adequado, 7,5% de domicilios urbanos
em vias publicas com arborizagdo e 22,7% de domicilios urbanos em vias
publicas com urbanizacdo adequada (preseng¢a de bueiro, calgada,

pavimentacéo e meio-fio) (IBGE, 2020).

5.1.2. MALARIA EM BARCELOS

Durante o periodo de 2003 a 2018 foram notificados 67.603 casos de
malaria no municipio de Barcelos. Destes, 66.918 (99%) foram autdctones e
685 (1%) importados. 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 infeccdo mista (P. falciparum + P. vivax) e
44 (0,1%) de P. malariae (SOUZA, 2020). No ano de 2018, foram 6.417 casos
de malaria no municipio, 1421 de malaria falciparum e 149 de malaria mista
(falciparum + vivax). No ano de 2019, os casos totais aumentaram para 8.794,
com 1.647 de malaria falciparum e 164 de malaria mista (falciparum + vivax)
(SIVEP, 2020).

A Incidéncia Parasitaria Anual (IPA) de malaria € o numero de exames
positivos de malaria por mil habitantes (cédigos B50 a B53 da CID-10), exclui-
das recrudescéncias e recaidas. A IPA no municipio de Barcelos no ano de
2019 foi de 319,8 casos por 1000 habitantes, o que significa que o risco de
ocorréncia de malaria no local é elevado, classificando o municipio como de
alto risco epidemiologico (DATASUS, 2019; SIVEP, 2019). A IPA abrange o con-
junto de formas clinicas de malaria, sem identificar as espécies de plasméddio
circulantes (DATASUS, 2019).

A Incidéncia de P. falciparum Anual (IFA) trata-se do somatério do nume-
ro de exames positivos de malaria P. falciparum e malaria mista (cédigo B50 da
CID-10) no ano por local provavel de infecgéo, excluidas laminas de verificagao
de cura (LVC), sobre a populagao total residente no mesmo ano de analise
(BRASIL, 2020). A IFA no municipio de Barcelos em 2019 foi de 35,5 casos por
1000 habitantes, classificada como médio risco ( = a 50,0). Mais importante que
a IFA, é o percentual de casos de P. falciparum que no ano de 2019 foi de

11,1% em Barcelos estando entre os municipios com maior incidéncia de casos
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da doenga juntamente com Sao Gabriel da Cachoeira, Manaus e Santa Isabel
do Rio Negro em 2019 (FVS-AM, 2019, BRASIL, 2020).

Testes rapidos diagnosticos de malaria sao utilizados no municipio com
crescente adesao; em 2015, apenas 179 testes foram utilizados, enquanto em
2019, 2402 testes rapidos foram empregados para o diagnostico da doenga
(BRASIL, 2020).

5.2. METODOLOGIA:

As amostras clinicas de P. falciparum utilizadas neste estudo derivam de
projetos que o Laboratério de Doengas Parasitarias (LDP) tem realizado em
diferentes momentos por meio de estudos seccionais no municipio de Barcelos.
As amostras foram coletadas de individuos habitantes do municipio entre 2003
e 2016 tanto da area urbana quanto da area rural com diagndstico parasitologi-
co de infeccdo pelo P. falciparum realizado por gota espessa e/ou por diagnos-
tico molecular. Embora o numero de casos de malaria seja relevante na popu-
lacdo indigena, esta nao foi inclusa no estudo. As amostras clinicas estao esto-
cadas no Biorrepositério do Laboratorio de Doencgas Parasitarias em freezer a
20°C.

Houve duas estratégias de recrutamento dos participantes:

1) Busca passiva inicial: Individuos que se apresentavam em unidades de
saude com sintomas de malaria, por livre demanda, foram convidados a
participar da pesquisa. Quando autorizado pelo participante e assinado o
termo de consentimento livre e esclarecido, era solicitado o seu endereco e
posteriormente realizada a busca ativa de novos casos sintomaticos e as-
sintomaticos no domicilio desse participante.

2) Busca ativa inicial: Nos estudos de campo com coleta de dados primarios,
todos os participantes da pesquisa foram entrevistados e um questionario
direcionado aos estudos de malaria foi aplicado em cada caso. Todos os
individuos doentes e com infeccdo assintomatica recrutados passaram por
anamenese e exame clinico antes de terem as amostras incluidas nos dife-

rentes estudos seccionais.
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5.2.1. DEFINICAO DA MALARIA POR P. FALCIPARUM E PORTADOR ASSIN-
TOMATICO DE P. FALCIPARUM

Foi utilizada como definicdo de malaria qualquer individuo procedente
de Barcelos, area de transmissdo de malaria, com gota espessa positiva para
infeccao por P. falciparum (vide tépico 2.2. coleta de amostras) e sintomas
compativeis com malaria. Os sinais e os sintomas de malaria ndo sao especifi-
cos, portanto, foram definidos sintomas compativeis de malaria conforme
BRASIL (2020): febre de qualquer intensidade, duracao e frequéncia, mal-estar,
dor no corpo, dor nas articulagdes, fadiga, calafrios ou cefaleia. O espectro cli-
nico da malaria pode variar de manifestacdes oligossintomaticas até quadros
graves.

Foi classificado como portador assintomatico do plasmédio qualquer
pessoa com gota espessa positiva e/ou PCR positiva (vide topico 2.2. coleta de
amostras) sem qualquer sintoma de malaria 30 dias antes ou 30 dias depois da
coleta da amostra. Os participantes foram reavaliados pelos pesquisadores em
trabalho de campo, apds 30 dias da coleta. O periodo de incubagao da malaria
varia para o P. falciparum de 8 a 12 dias; P. vivax de 13 a 17 dias; e P. malariae
de 18 a 30 dias (BRASIL, 2020). Como a PCR ¢ realizada em centros de pes-
quisa, o diagndstico de infecgdo assintomatica foi realizado a posteriori. Os da-
dos relacionados aos aspectos clinicos (malaria X assintomatico) foram extrai-
dos das fichas preenchidas durante o trabalho de campo e arquivadas na sala

13 do Laboratdrio de Doencgas Parasitarias do Instituto Oswaldo Cruz.

5.2.2. COLETA DAS AMOSTRAS

Todos os participantes realizaram a gota espessa por meio da coleta de
uma amostra de sangue capilar (puncao digital). O diagndstico parasitolégico
foi realizada por microscopista no Programa de Malaria Local da Secretaria
Municipal de Saude de Barcelos. A gota espessa foi corada e lida durante o
trabalho de campo segundo técnicas padronizadas pelo Ministério da Saude (,
2009). Depois de seca a temperatura ambiente a gota espessa foi corada se-
gundo a técnica de Walker (azul de metileno e Giemsa) e examinadas na obje-

tiva de imersao (100X).
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Os resultados possiveis foram:
1. Lamina negativa
. Trofozoitos de P. falciparum (F)
. Gametocitos de P. falciparum (FQ)
. Esquizontes de P. falciparum (Ez)

. Trofozoitos e gametécitos de P. falciparum (F+FQ)

2

3

4

5

6. Trofozoitos de P. vivax (V)
7. Gametdcitos de P. vivax (Fv)

8. Trofoziitos e gametécitos de Pvivax (V+Fv)
9. Malaria mista (P. falciparum e P. vivax ) (F+V)
1

0.P. malariae (M)

Para garantir o controle de qualidade posterior, as laminas coletadas en-
tre os anos 2003 e 2005 foram encaminhadas a Fundacdo de Medicina Tropi-
cal do Amazonas (FMTA) onde um técnico qualificado e experiente sem conhe-
cer os resultados anteriores, realizou uma segunda leitura para o controle de
qualidade. Os dados foram comparados posteriormente. As laminas coletadas
depois do ano 2005 foram examinadas por um microscopista supervisor do
programa do municipio e posteriormente todas as laminas positivas e 10% das
negativas foram encaminhadas ao Laboratorio de Saude Publica do Estado do
Amazonas, em Manaus para realizacdo do controle de qualidade, como parte
das atividades do programa de controle.

Simultaneamente foram coletados 5mL de sangue total para o diagnosti-
co molecular de malaria em tubos vacutainer® com acido etilenediaminotetra-

cético (EDTA) e transportado congelado ao LDP no Instituto Oswaldo Cruz.
5.2.3. EXTRACAO DO DNA GENOMICO

A extracdo do DNA foi realizada com Kit comercial. O DNA foi extraido
usando o Kit Wizard® Genomic purification (Promega) a partir de uma aliquota
de 300ul de sangue, de acordo com protocolo do fabricante: Foram adiciona-
dos 900yl de solugao de lise de células a um tubo de microcentrifuga de 1.5 ml
estéril e em seguida 300ul de sangue foram transferidos ao microtubo que

continha a solugao de lise celular. O tubo foi invertido 5-6 vezes para misturar e
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incubado por 10 minutos a temperatura ambiente para lisar os glébulos ver-
melhos.

Apods incubagao, o tubo foi centrifugado a 13,000-16,000 xg durante 20
segundos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado sem pertur-
bar o “pellet’ visivel. As células foram ressuspendidas adicionando-se mais
300ul de solugao de lise nuclear, homogeneizando a solugao 5 a 6 vezes para
lisar os glébulos brancos. Posteriormente foram adicionados 100ul da solugao
de precipitagdo de proteinas ao lisado nuclear e o tubo foi agitado no vortex
vigorosamente por 10 a 20 segundos.

O tubo foi centrifugado a 13,000-16,000 x g durante 3 minutos a tempe-
ratura ambiente e o sobrenadante foi transferido a um microtubo de 1,5 ml que
continha 300 pl de isopropanol a temperatura ambiente. A solugao foi misturada
suavemente invertindo-se o tubo varias vezes e centrifugada a 13,000-16,000 x
g durante 1 minuto a temperatura ambiente.

O sobrenadante foi entdo descartado com cuidado (o DNA estava no
“pellet”’) e foram adicionados 300ul de etanol 70% a temperatura ambiente. O
tubo foi invertido suavemente varias vezes para lavar o DNA . O DNA foi centri-
fugado a 13,000-16,000 x g durante 1 minuto a temperatura ambiente. O etanol
foi aspirado cuidadosamente usando uma pipeta Pasteur ou um tip de micropi-
peta.

O tubo foi invertido em papel absorvente durante 10 a 15 minutos para
secar. O DNA foi ressuspendido com 100ul de solugao reidratante e deixado a
4°C para ser utilizado nos experimentos de PCR. A eficiéncia da extracao de
DNA foi avaliada através de eletroforese em gel de agarose a 0,7% em tampao
TBE 0,5X e posterior coloragdo com brometo de etidio A concentragcdo do DNA

foi determinada utilizando o fluorimetro Qubit™ (ThermoFisher Scientific)
5.2.4. DIAGNOSTICO MOLECULAR

Os DNAs extraidos foram inicialmente submetidos a Reacéo de polime-
rase em cadeia (PCR) para a confirmagao do diagndstico de infecgao pelo P.

falciparum de acordo com protocolo de SNOUNOU et al. (1993) com algumas

modificagdes (Figura 5.2).
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Foi feita uma PCR aninhada (nested). Na primeira reagao foram utiliza-
dos iniciadores especificos para o género Plasmodium spp. com amplificacéo
de um fragmento de 1200 pb que serviu como molde para a segunda reagao. A
segunda reacéo de PCR foi realizada com iniciadores espécie-especificos de P,
vivax, P. falciparum e P. malariae. Devido a incidéncia irrelevante de P. ovale no
territorio brasileiro nao foi feita a PCR para o diagnostico desta espécie parasi-
taria.

Nos quadros a seguir se apresentam os iniciadores, reagentes e o0s pro-

gramas da PCR utilizados:

Quadro N. 1.
Iniciadores utilizados para a PCR diagnostica

Iniciador SEQUENCIA Tme°C

Género Plasmodium
rPLUS 5-CTT GTT GTT GCC TTA AAC TTC-3’ 43
rPLU6 5'-TTA AAATTG TTG CAG TTA AAA CG-3' 41

P. falciparum
rFAL1 5'-TTA AAC TGG TTT GGG AAA ACC AAA TAT ATT-3' 48
rFAL2 5’-ACA CAA TGA ACT CAA TCA TGA CTA CCC GTC-3' 55
P. vivax
rvVivi 5’-CGC TTC TAG CTT AAT CCA CAT AAC TGA TAC-3' 54
rvIiv2 5°ACT TCC AAG CCG AAG CAA AGA AAG TCC TTA-3' 55
P malariae

rMAL1 5’-ATA ACA TAG TTG TAC GTT AAG AAT AAC CGC-3’ 51
rMAL2 5" AAA ATT CCC ATG CAT AAA AAA TTA TAC AAA-3’ 46
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Quadro N. 2.
Reagentes utilizados na primeira reagao de PCR

Para 1 reacdo de 25uL género-especifica (Primeira PCR)

REAGENTE CONCENTRACAO/25uL VOLUME (pL)

H20 16,9
Tampao 10X (Invitrogen) 1X 2,5
MgCl2 50 mM (Invitrogen) 1,5mM 1
dNTP mix 10uM 0,12uM 0,3
Iniciador rPLUS5 10 uM 5 pmol 0,6
(rVIV1; rFAL1)

Iniciador rPLU6 10uM 5 pmol 0,6
(rVIV2; rFAL2)

Taq (Invitrogen) 5U/uL 0,5U 0,1
ADN 10-50 ng 3

Quadro N. 3.

Reagentes usados na reagdo de NESTED-PCR

Na segunda PCR para uma reacao espécie-especifica de 25uL

REAGENTE CONCENTRACAO/25uL VOLUME (pL)
H20 18,9
Tampao 10X (Invitrogen) 1X 2,5
MgCl2 50 mM (Invitrogen) 1,5mM 1
dNTP mix 10puM 0,12uM 0,3
Iniciador 10 uM 5 pmol 0,6
(rVIV1; rFALL1; rMAL1; vVOVAL)

Iniciador 10puM 5 pmol 0,6
(rVIV2; rFAL2; rMAL2; rOVA2)

Taq (Invitrogen) 5U/uL 0,5U 0,1
ADN producto da primeira amplificagdo 1

Todas as reagdes foram preparadas no gelo e os programas utilizados

estao expostos no quadro a seguir:
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Quadro N. 4.

Perfil térmico usado na PCR aninhada (nested)
Temperatura °C Tempo Nuamero de ciclos

95 5 min 1
Y
94 1 min
Perfil térmico _

usado na primeira 58 2 min 25

PCR 72 2 min
72 5 min 1
4 o

Temperatura °C Tempo Nuamero de ciclos

95 5 min 1
Perfil térmico 94 1 min )
usado na segunda
PCR 65 2 min - 30
72 2 min
72 5 min - 1
4 o

Os produtos da reacado de amplificacdo foram analisados através de ele-
troforese em gel de agarose 2% em tampéo TBE 0,5X (Tris + acido borico +
EDTA) e visualizados com brometo de etidio em transiluminador com luz ultra-
violeta (UV). Como controles positivos da reagao foram utilizados DNAs de
amostras clinicas positivas para P. falciparum, P. vivax e P. malariae. Os frag-
mentos obtidos foram de 205 pb para P. falciparum, 144 pb para P. malariae e
120 pb para P. vivax. Apenas amostras que obtiveram fragmentos de 205 pb e
banda dupla (205pb/120pb, infeccdo mista Pfalciparum + P. vivax) foram inclu-

sas no estudo.

5.2.5. CONTROLE DE QUALIDADE DO DNA

O controle de qualidade dos DNAs foi avaliada através da amplificagcéo
por PCR do bloco 3 do gene que codifica para a proteina do superficie do me-
rozoito, pfmsp2, de acordo com o protocolo descrito por SNOUNOU et al.
(1999). Este controle de qualidade através da amplificacdo de uma gene de
cdpia unica foi feito para descartar resultados negativos devido a DNA de baixa
qualidade ou falha de PCR para pfhrp2/pfhrp3. Foram feitas duas reacoes se-

paradas (Nested-PCR) usando pares de iniciadores especificos (Quadro N.5).
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Quadro N.5.

Iniciadores utilizados nas reagoes de PCR pfmsp2

Iniciadores Primeira Reagcao msp2

Iniciadores Sequencia
M2-OF 5-ATGAAGGTAATTAAAACATTGTCTATTATA-3
M2-OR 5-CTTTGTTACCATC GGTACATTCTT-3’

Iniciadores Segunda Reacao msp2

Iniciadores Sequéncia
Familia IC3D7
M2-ICF 5-AGAAGTATGGCAGAAAGTAACCTCTACT-3'
M2-ICR 5-GATTGTAATTCGGGGGATTCAGTTTGTTCG-3’
Familia FC27
M2-FCF 5-AATACTAAGAGTGTAGGTGCARATGCTCCA-3’
M2-FCR 5-TTTTATTTG GTGCATTGCCAGAACTTGAAC-3

A mistura de reagentes nas duas reagdes realizadas € apresentada nos
quadros N.6. e N.7. Todas reag¢des foram preparadas no gelo. Na primeira rea-
¢ao é amplificado um fragmento de 702pb do gene pfmsp2. Na segunda rea-
¢ao sao utilizados iniciadores especificos para distingdo das familias alélicas
3D7 e FC27. Para o segundo PCR foi realizada uma diluigdo 1:10 do produto

amplificado da primeira reacdo. Nao é feito eletroforese entre 0 1° e 2° PCRs.

Quadro N. 6.

Mistura de reagentes da primeira reagao de PCR pfmsp2

Mix PCR Nested Diagndstico-Primeira Reacao

Reagente Concentracao/25 pl Volume(pl)
Tampao10x(Invitrogen®) 1x 2,5l
MgCl2 50 mM (Invitrogen®) 2mM 1,0 pl
dNTP 10 Mm 0,12 mM 1,6 pl
Iniciador OF10 mM S5pmol 1,25 pl
Iniciador OR10 mM S5pmol 1,25l
Taq (Invitrogen®) 5U/ul 0,5U 0,1 pl
DNA 10-50ng 3yl
H20 14,3 pl
Volume final 25yl
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Quadro N. 7.
Mistura de reagentes da segunda reacao de PCR pfmsp2
Mix PCR Nested msp2 Segunda Reacao

Reagente Concentracao/25 pl Volume(pl)

Tampao10x(Invitrogen®) 1x 2,5 ul
MgClz 50 mM (Invitrogen®) 1,5mM 1,0 pl
dNTP 10 Mm 0,12 mM 1,6 pl
Iniciador M2-ICF - M2-FCF 0,025 mM 1,25 pl
Iniciador M2-ICR/ M2-FCR 0,025 mM 1,25 pl
Taq (Invitrogen®) SUMuI 05U 0,1 pl

Produto da primeira PCR 1l
H20 16,3 pl

Volume final 25 pl

O mesmo perfil térmico foi utilizado nas duas reag¢des de PCR:

Quadro N. 8.

Perfil térmico primeira e Segunda reacao msp2

Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturagao inicial 95°C 5 min 1
Desnaturagéao 94°C 1 min
Anelamento 58°C 2 min 24
Extensao 72°C 2 min
Extensao final 72°C 5 min
4°C

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
2% em tampao TBE 0,5X e visualizado com brometo de etideo através de luz
UV. Os tamanhos dos fragmentos variaram entre 300-680pb para as 2 familias
alélicas. Como controles positivos foram utilizados DNA da cepa referéncia 3D7
e DNA de P. falciparum. extraido de amostra clinica de individuo com malaria
(Mogambique- Africa) como controle da familia Fc27. Os DNAs que amplifica-
ram para 3D7 e/ou Fc27 foram utilizados para amplificacdo dos genes pfhrp2 e

pfhrp3.
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5.2.6. ANALISE MOLECULAR DOS GENES pfhrp2 E pfhrp3

As amplificagbes do exon 2 dos genes pfhrp2 e pfhrp3 de P. falciparum
foram realizadas por semi-nested PCR baseado no protocolo previamente des-
crito por BAKER et al. (2005).

A primeira reacgao utilizou o par de iniciadores Pfhrp2-F1 e Pfhrp2-R1 e
par de iniciadores Pfhrp3-F1 e Pfhrp3-R1, (Figura 5.3) para a amplificagdo dos
genes pfhrp2 e pfhrp3 respectivamente e a reacdo semi-nested utilizou o par
de iniciadores Pfhrp2-F2 e Pfhrp2-R1 e o par de iniciadores Pfhrp3-F2 e
Pfhrp3-R1, respectivamente (Quadro 9).

A pfhrp2 F1 pfhrp2 R1
—> &
— Exon? I
pfhrp2 F2
B pfhrp3 F1 p@g?; R1
=
— Exon2 -
pfhrp3 F2

Figura 5.3. llustragdo esquematica das organizagdes gendmicas pfhrp2 e
pfhrp3 e locais de ligacao ao iniciador. (A) gene pfhrp2; (B) gene pfhrp3. (Ex-
traido de: HOUZE et al. 2011).

Na primeira PCR 3ul de DNA extraido de cada amostra foram adiciona-
dos a uma mistura de PCR com volume final de 50ul. Na PCR foram utilizados
1 ul do produto de PCR da primeira reagdo num volume final de 50pL utilizando
as mesmas concentragdes de reagentes e mesmas condigdes de ciclo da pri-
meira reagdo. Todas as reagdes foram preparadas no gelo. A segunda reacao
(semi-nested) s6 era realizada quando nao ocorria amplificacdo de um dos ge-
nes pfhrp2 ou pfhrp3 na primeira reagao. Um caso de delegédo de pfhrp2 e/ou
pfhrp3 foi definido como uma amostra que foi negativa nos PCRs especificos
de pfhrp2 | 3 (1° e 2° reagbes), mas positiva por PCR para uma das familias
alélicas do gene de pfmsp-2. As reagcdes de PCR para pfmsp2 pfhr2/3 foram

feitas em duplicatas.
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Quadro N. 9.
Iniciadores utilizados para a amplificagao por PCR do exon 2 dos genes
pfhr2 e pfhrp3 (1° e 2° reagao)

Iniciador SEQUENCIA
gene pfhrp2
Pfhrp2-F1 5 -ATTATTACACGAAACTCAAGCAC- 3
Pfthrp2-R1 5 -AATAAATTTAATGGCGTAGGCA- 3’
Pfhrp2-F2 5 -ATTATTACACGAAACTCAAGCAC- 3
gene pfhrp3
Pfhrp3-F1 5 -AATGCAAAAGGACTTAATTC- 3
Pthrp3-R1 5 -TGGTGTAAGTGATGCGTAGT- 3
Pfhrp3-F2 5 -AAATAAGAGATTATTACACGAAAG- 3

Os quadros a seguir apresentam os iniciadores, reagentes, concentra-

¢des e volumes utilizados nas reagdes para amplificacdo do gene pfhrp2 e do

gene pfhrp3:
Quadro N. 10.
Concentracao e volumes dos reagentes utilizados na primeira reagao de
PCR:
Reagente Concentragao Volume

MgCl2 50mM (Invitrogen) 2mMol 2ul*
dNTPs (1.25mM) 0,2mMol 8ul
Iniciador R1 10uM 10uM 1l
Iniciador F1 10uM 10uM 1ul
Tag-polimerase 5U/uL 2,5U 0,5ul
Tampao 10X (Invitrogen) 1X 5ul

H>0 qg.s.p 50uL S 29,54l
DNA S 3ul
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Quadro N. 11

Concentragao e volumes dos reagentes utilizados na reagao semi-nested:

Reagente Concentragao Volume

MgCl2 50mM 2mMol 2ul*
dNTPs (1.25mM) 0,2mMol 8ul
Iniciador R1 10uM 10uM Tl
Iniciador F2 10uM 10uM Tl
Tag-polimerase 5U/uL 2,5U 0,5ul
Tampao 10X 1X S5yl

H20 q.s.p 50uL - 31,5ul
Produto da primeira PCR - 1ul

As condi¢gdes dos ciclos foram as seguintes: desnaturagao incial de
94°C por 5 min, seguido por 40 ciclos de desnaturagao a 94°C/50s, anelamento
dos iniciadores a 55°C/50seg e extensdo a 70°C/1min. A extensao final foi rea-
lizada a 70°C/5 min e depois as reacodes ficaram a 4°C. Os produtos de PCR
foram analisados em gel de agarose 1% em TBE 0,5X e visualizados em luz
UV apos coloracdo com brometo de etidio. Os DNAs de 3 cepas referéncia de
P. falciparum , 3D7 (pfhrp2+ e pfhrp3+), Dd2 (pfhrp2- e pfhrp3+) and HB3
(pfhrp2+ e pfhrp3-) foram usadas como controles positivos nas reagdes de
PCR.

Para avaliar a sensibilidade da reacdo de PCR, (quantidade minima de
DNA molde necessaria para amplificagao dos genes) foram feitas diluicbes do
DNA controle Dd2 que variaram de 0,5ng/pL até 30ng/uL X, mostrando as dife-

rentes diluicdes dos controles positivos.

5.2.7. ANALISE DE DADOS

Os dados dos questionarios e dos resultados laboratoriais foram
armazenados em um banco de dados do programa Epi Info™ 7.2.1.0.
Realizaram-se analises descritivas usando os dados do questionario e dos

resultados laboratoriais.
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A prevaléncia dos portadores da mutagdo do gene pfhrp2 e phrp3 no
estudo foi determinada usando como denominador o numero total de amostras
testadas. Os individuos foram separados segundo o desfecho principal:
individuos com mutagdo dos genes estudados. As seguintes variaveis: sexo
(feminino ou masculino), idade (< ou >=15 anos), status clinicos (infectado
assintomatico ou infectado sintomatico) e numero de episddios pregressos de
malaria (< ou >=10 episddios) foram analisadas. Foram realizadas analises uni
e bivariadas. Em caso de variaveis continuas foi utilizado o teste de T de
Student para ver a diferenga entre médias em caso de séries de dados normais
e Anova quando existam mais de trés grupos de comparagdo. Em caso de
séries que nao cumpriram o critério da normalidade foram utilizados testes nao
paramétricos. Para variaveis categoricas, o teste utilizado foi o qui quadrado.
As medidas de tendéncia central e de dispersado foram tratadas como mediana
e [IQ quando distribuicdo ndo paramétrica. Foi estabelecido um intervalo de
confianga de 95% para a medida resumo de associagdo e como nivel de

significaAncia um valor de p menor que 0,05.

5.2.8. ASPECTOS ETICOS

As amostras deste projeto provém do Projeto: “Vigilancia gendmica da
Malaria na Amazoénia Brasileira”, CAAE: 75000917.7.0000.5248, parecer N.
2.733.678 (APENDICE I).

Todos os individuos foram informados devidamente sobre os projetos e
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Os
individuos entrevistados antes de 2012 seguem os principios éticos da
Declaragao de Helsinki; apds 2012, os preceitos éticos seguem os principios da
resolucdo 422/2012 do CNS.
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6. RESULTADOS

De 142 amostras positivas para P. falciparum diagnosticadas pelos
métodos de gota espessa e/ou PCR armazenadas no biorrepositério, 92 foram
selecionadas por apresentarem boa qualidade de DNA, com extragdo bem
sucedida e amplificacdo de pfmsp1 e pfmsp2 na PCR. Apenas dez amostras

foram excluidas por apresentarem dados clinicos incompletos (Figura 6.1).

92

Amostras excluidas da analise por falta de dados clinicos
10

Amostras incluidas no estudo
” 82

Figura 6.1. Fluxograma das amostras selecionadas.

As amostras selecionadas foram coletadas entre 2003 e 2016, sendo a
maioria das amostras (77) coletadas nos anos de 2006 e 2007 (Tabela 6.1), o
que impossibilitou a analise em relagdo ao tempo da coleta das amostras e a

dindmica de aparecimento da delegao.

Tabela 6.1. Numero de amostras por ano de coleta

Ano de Coleta Numero de Numero Percentual
amostras Percentual acumulado acumulado
2003 3 3,66 3 3,66
2006 58 70,73 61 70,73
2007 18 21,95 79 96,34
2016 3 3,66 82 100,00
TOTAL 82 100 82 100

50



6.1. CARACTERIZACAO DOS INDIVIDUOS DO ESTUDO

As caracteristicas de sexo, idade e episodios prévios de malaria dos in-

dividuos do estudo estido sumarizadas na Tabela 6.2.:

Tabela 6.2. Caracteristicas dos individuos incluidos no estudo (n=82)

Mulheres Homens
Total  N=37 (45,12%) (52';‘& | p-value
n (%) n (%)
M?ﬁg]na (11 ,;57»34] 16 [(11,5-31.5] 14 ,25935]
dade  <15anos (36,35%% ) 12(40,00%) (60,10%% ) 048
Z:lg (63,5421 %)  20(4808%) g ,2072%)
Qﬂriﬁ‘rréisa M?ﬁg]na [2,75?8,00) 5 [2-8] 5[3-8]
n=82
0 1.(1,22%) 1 0 1
1 (15,1835%) ! 6 0,39
2a4 (29,2247%) 10 14 0.26
5ad (34,2185%) " 17 0,23
210 (19,1561%) 8 8 0,35

[1Q: Intervalo interquartil

No total de 82 amostras, 37 (45,12%) correspondiam a individuos do
sexo feminino e 45 (54,88%) do sexo masculino. A mediana da idade foi de 17
anos (intervalo interquartil = 11,75-34,00), sendo que a idade minima foi de um
ano e a maxima de 77 anos. A mediana de episodios prévios de malaria foi de
cinco (intervalo interquartil = 2,75-8). Somente um individuo, sexo feminino e
57 anos idade, nao relatou episodios prévios de malaria. Essa participante tin-

ha a doencga clinica. Um individuo do sexo masculino de 46 anos de idade refe-
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riu ter tido mais de 50 malarias pregressas. Entre os individuos com menos de
15 anos de idade, 12 (40%) eram do sexo feminino e 18 (60%) eram do sexo
masculino. Ja os participantes com 15 anos ou mais, 25 (48,08%) eram do
sexo feminino e 27 (51,02%) eram do sexo masculino. A mediana da idade foi
de 16 anos (intervalo interquartil = 11,5-31,5) entre as mulheres e de 20 anos
(intervalo interquartil = 11,5-35) entre os homens. A mediana de episodios pré-
vios de malaria foi de cinco (intervalo interquartil = 2-8) entre as mulheres e
também de cinco (intervalo interquartil = (3-8) entre os homens (Tabela 6.2).
Dos individuos incluidos, 58 (70,73%) estavam com quadro clinico de
malaria no momento da coleta do sangue e 24 (29,27%) estavam com infecgao

plasmodial assintomatica (Tabela 6.3):

Tabela 6.3. Caracteristicas dos individuos de acordo com o quadro clinico no

momento da coleta da amostra.

o Infecgéo
Malaria . .
assintomatica

Caracteristicas
N=58 (70,73%) N=24 (29,27%) p-value

n (%) n (%)
Sexo Feminino 28 (48,28) 9 (37,50) 0,37
n=82 Masculino 30 (51,72) 15 (62,50)
Mediana 16 21,50
Idade naQj [11,75-34,50] [11,50-32,50]
n=82 <15 anos 23 (76,67) 7 (23,33) 0,37
>=15 anos 35 (67,31) 17 (32,69)
Mediana
1iQ] 5 [2-8] 5[3-13,75]
Malaria 0 1(1,72) 0 (0,00) 1
pregressa 1 10 (17,24) 3 (12,50) 0,6
n=82 2a4 15 (25,86) 9 (37,50) 0,45
5a9 24 (41,38) 4 (16,67) 0,69
=10 8 (13,79) 8 (33,33) 0,35

[1Q: Intervalo interquartil
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Foram classificados como malaria clinica 58 (70,73%) participantes, dos
quais 30 (51,72%) eram do sexo masculino e 28 (48,28%) do sexo feminino;
enquanto 24 (29,27%) dos participantes tiveram infecgbes assintomaticas,
nove (37,50%) do sexo feminino e 15 (62,50%) do sexo masculino. A mediana
total de idade entre os casos de malaria foi de 16 anos (intervalo interquartil =
11,75-34,50); enquanto a medida de idade entre os individuos com infecgao
assintomaticas foi de 21,50 anos (intervalo interquartil = 11,50-32,50). A media-
na de casos de malaria pregressa entre os portadores de malaria clinica e no
grupo de portadores de infecgao assintomatica foi cinco, em ambos (intervalo
interquartil = 2,00-8,00 e 3,00-13,75, respectivamente). Nao houve diferencga
estatistica entre individuos com malaria e assintomaticos em relagdo a sexo,
idade e malaria pregressa (Tabela 6.3).

Individuos que relataram mais de dez episddios prévios de malaria tive-
ram uma chance 3,12 vezes maior de ter infeccdo assintomatica quando com-
parados com individuos que relataram menos de dez episddios pregressos
(IC95%: 1,01-9,67); essa associacéao foi estatisticamente significativa (p=0,04).
Um individuo do sexo masculino de 46 anos de idade referiu mais de 50 mala-
rias pregressas.

A associacado das variaveis idade e numero de episédios pregressos de

malaria é apresentada no grafico de disperséo (Figura 6.2):
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Figura 6.2. Correlagao entre idade e numero de episddios pregressos de malaria. A.
Correlagao entre o numero de episédios pregressos de malaria e idade entre individu-
os com malaria clinica. B. Correlagao entre o numero de episddios pregressos de ma-

laria e idade entre individuos com infecgédo assintomatica.
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Nos individuos com malaria clinica, o numero de episddios esta asso-
ciado negativamente com a idade, uma correlagéo estatisticamente significativa
(p=0,026), possivelmente porque quanto maior a idade menos sao esperados
episoédios de malaria clinica. Ja nos individuos assintomaticos ndo houve uma
correlagao estatisticamente significativa, provavelmente pelo n ter sido peque-
no (24 participantes).

Foram incluidos 69 individuos com infecgao por P. falciparum (84,14%) e
13 com infeccdo mista (P. falciparum + P. vivax) (15,85%) a maioria sintomati-
cos (70,7%) (Tabela 6.3.):

Tabela 6.2. Caracteristicas dos individuos incluidos no estudo com infeccéo

mista (P. falciparum + P. vivax) (n=13):

Variavel Caracteristica n %
Sexo Feminino 5 38,46 %
n=12 Masculino 8 61,53 %
Idade (anos)
n=13 < 15 anos 5 38,46 %
= 15 anos 8 61,53 %
Quadro clinico Malaria 5 38,46 %
n=13 Infeccao assintomatica 8 61,53 %
Malaria pregressa
n=13 0 0 0%
1 2 15,38 %
2a4 2 15,38 %
5a9 5 38,46 %
210 4 30,76 %

6.2. ANALISES DOS GENES DO ESTUDO

Foi feita uma avaliagdo da sensibilidade da reacdo de PCR, ou segja,
quantidade minima de DNA molde necessaria para amplificacdo dos genes

pfhrp2/pfhrp3 testando varias diluicoes dos DNAs controles HB3 (pfhrp2+/
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pfhrp3-) e Dd2 (pfhrp2-Ipfhrp3+). A figura 6.3 mostra a reagdo de PCR para
amplificagdo do exon 2 do gene pfhrp2. A amplificagdo das amostras diluidas
foi possivel até uma diluicdo de 05,ng/puL de DNA e nao foi observada amplifi-
cagao do fragmento na diluigdo de 100pg/pL de DNA. A amplificagdo do exon 2
do gene pfhrp3, comportou-se de forma semelhante.(figura 6.4) .A partir das
diluicdes seriadas das amostras nos 2 PCRs foi possivel inferir que a sensibili-
dade de amplificagdo dos genes pfhrp2 e pfhrp3 correu até a concentragao de
0,5ng/uL de DNA.

1 2 3 45 6 7 8 9 10

. Marcador de peso molecular

. Dd2 (controle negativo)

. Controle positivo HB3 na diluigio 30ng/ul
Controle positivo HB3 na diluigo 20ng/ul
Controle positivo HB3 na diluigio 10ng/ul
Contrele positivo HB3 na diluiclo Sng/u!

. Controle positivo HB3 na diluiclo 1ng/u!
Controle positivo HB3 na diluigio 0,5 ng/ul
. Contrele positivo HB3 na dilvigio 100pg/ul
10.H20 (controle negativo)

850bp

© O NGO EWN -

1. Marcador de Peso Molecular,;

2. Controle positivo Dd2 na diluicio de 30ng / pL;
3. Controle positivo Dd2 na diluigdo de 20ng / pL.;
4. Controle positivo Dd2 na diluigdo de 10ng / pL;
5. Controle positivo Dd2 na diluicio de Sng / pL;
6. Controle positivo Dd2 na diluigdo de 1ng / pL;

7. Controle positivo Dd2 na diluicdo de 0,5 ng / plL;
8. Controle negativo (Hz0).

600bp
S500bp

ApoOs os testes de sensibilidade, todos os DNAs de P. falciparum foram
submetidos a reacédo de PCR para amplificagdo dos genes pfhrp2/pfhrp3.

A figura 6.5 mostra o resultado da primeira PCR para amplificagdo do
exon 2 do gene pfhrp2. As bandas amplificadas tinham aproximadamente
850pb:
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

1500bp

1000bp
850bp

650bp
500bp
400bp
300bp
200bp
100bp

DNA Ladder (Thermo Fisher scientific), 2-12: DNA de P.falciparum de amostras
clinicas 13. 3D7 (controle positivo), 14. Dd2 (controle negativo), 15. HB3 (controle
positivo), 16. H20 (controle negativo).

As amostras que ndo apresentaram banda na primeira PCR foram
submetidas a reagao semi-nested PCR. A figura 6.6 apresenta parte do gel de
eletroforese correspondente a semi-nested PCR das amostras da figura 6.5, e
sete amostras que foram negativas no primeiro PCR, apresentaram bandas

que variavam entre 500-850pb.

12 3 4 5§ 6 7 8 9 10 11 12

1000bp
850bp

500bp

Figura 6.6. Gel agarose 1% ap6s eletroforese da reagdo semi-nested PCR do
exon2 do gene pfhrp2. Ordem no gel: 1. Marcador de peso molecular 1Kb Plus
DNA Ladder (Thermo Fisher scientific), 2-12: DNA de Pfalciparum de amostras

clinicas.
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A Figura 6.7 mostra os resultados da primeira reagédo de PCR (A) e da
semi-nested PCR do gene pfhrp3 (B). Enquanto a primeira PCR apresentou
banda apenas nos controles positivos 3D7 e Dd2, na reagdo semi-nested é

possivel observar banda nos pogos correspondentes as amostras avaliadas.

1 2 34 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

(A)

1500bp —

1000bp —
850bp —
650bp —
500bp
400bp —
300bp

200bp —
100bp —

(B)

1500bp —

1000bp —
850bp —
650bp —

500bp
400bp

300bp —
200bp —
100bp —

Figura 6.7. Gel agarose 1% apds eletroforese da reagao PCR do exon 2 do

tos da primeira PCR (B). 13. 3D7 (controle positivo), 14. Dd2 (controle positivo)
e 15. HB3 (controle negativo) e 16. H20 (controle negativo).

Os resultados agregados sdo mostrados na Tabela 6.4. No APENDICE
II, mostramos os resultados de cada amostra individualmente. Das 82 amos-
tras, 43 (52,44%) nao apresentaram amplificacdo de pfhrp2. Vinte e oito

(34,15%) amostras tinham pfhrp2 deletado e pfhrp3 ndo deletado (pfhrp2- /
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pfhrp3+) e 15 (18,29%) amostras apresentaram dupla delecdo (pfhrp2- /
pfhrp3-). Trinta e quatro (41,46%) amostras ndo apresentaram amplificagao de
pfhrp3, sendo 19 (23,17%) amostras com pfhrp3 deletado e pfhrp2 nao deleta-
do (pfhrp2+ / pfhrp3-). Vinte (24,39%) amostras apresentaram amplificacdo de
ambos os genes (pfhrp2+ / pfhrp3+).

Tabela 6.4. Resultados da amplificagdo do exon 2 dos genes pfhrp2 e pfhrp3

Genotipos Nuamero de Percentual Numero Percentual
amostras acumulado acumulado
pfhrp2- / pfhrp3+ 28 34,15 28 34,15
pfhrp2- / pfhrp3- 15 18,29 43 52,44
pfhrp2+ / pfhrp3- 19 23,17 62 75,61
pfhrp2+ / 20 24,39 82 100
pfhrp3+
TOTAL 82 100 82 100

Das 13 amostras com infeccao mista (P. falciparum + P. vivax), duas
apresentaram delecao exclusiva de pfhrp2, trés apresentaram deleg¢ao exclusi-
va de pfhrp3 e cinco apresentaram dupla delecao; trés nao apresentaram dele-

¢ao de ambos os genes (Tabela 6.5.).

Tabela 6.5. Delegoes em portadores de com infec¢gdo mista (P. falciparum + P.

vivax) (n=13)

Numero de Numero Percentual
Genotipos Percentual
amostras acumulado acumulado
pfhrp2- / pthrp3+ 2 15,38 % 2 15,38 %
pfhrp2- / pfhrp3- 5 38,46 % 7 53,84 %
pfhrp2+ / pfhrp3- 3 23,07 % 10 76,92 %
pfhrp2+ / pfhrp3+ 3 23,08 % 13 100 %
TOTAL 13 100 13 100
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Das trés amostras coletadas em 2003, duas apresentaram dupla dele-
¢ao e uma nao apresentou delegdo de ambos os genes. Das 58 amostras cole-
tadas em 2006, 23 apresentaram delecao exclusiva de pfhrp2, 11 apresenta-
ram delecdo exclusiva de pfhrp3 e nove apresentaram dupla delecdo; 15 nao
apresentaram delegdo de ambos os genes. Das 18 amostras coletadas em
2007, cinco apresentaram delecao exclusiva de pfhrp2, sete apresentaram de-
lecao exclusiva de pfhrp3 e trés apresentaram dupla delecio; trés nao apre-
sentaram delegdo de ambos os genes. Das trés amostras coletadas em 2016,
uma era exclusivamente pfhrp3 deletada, uma apresentou dupla delecédo e

uma nao apresentou delegao.

6.2.1. Amplificagdo do exon 2 do gene pfhrp2

Amostras clinicas de P. falciparum que nao apresentaram amplificagao
do exon 2 do gene pfhrp2 foram classificadas como pfhrp2 deletado, enquanto
amostras que apresentaram amplificacdo do exon 2 do gene pfhrp2 foram
classificadas como pfhrp2 n&do deletado. Entre participantes do sexo feminino,
22 (59,46%) estavam infectadas por parasitos com o gene pfhrp2 deletado, en-
quanto 15 (40,54%) estavam infectadas pelo parasito com o gene pfhrp2 nao
deletado. Entre os homens, 21 (46,67%) estavam infectados com o parasito
pfhrp2 deletado, contra 24 (53,33%) com pfhrp2 nao deletado. A mediana de
idade entre os individuos infectados por parasitos pfhrp2 deletado foi de 24
anos (intervalo interquantil= 14,0 - 36,0).

Entre os individuos infectados por parasitos sem dele¢cao a mediana de
idade foi de 15,0 (intervalo interquantil= 9,0-33,25). Entre os participantes me-
nores de 15 anos, 12 (40%) isolados clinicos apresentaram pfhrp2 deletado e
18 (60%) pfhrp2 ndo deletado. Entre os participantes com 15 anos de idade ou
mais, 31 (59,62%) estavam infectados por parasitos pfhrp2 deletado e 21
(40,38%) com pfhrp2 nao deletado. Vinte e sete (46,55%) individuos com mala-
ria clinica estavam infectados com parasitos pfhrp2 deletado, enquanto 31
(53,45%) com pfhrp2 n&o deletado. Entre os portadores da infecgdo assintoma-
tica 16 (66,67%) apresentaram P. falciparum com pfhrp2 deletado e 8 (33,33%)
com pfhrp2 nao deletado.

A mediana de episddios de malaria pregressa entre os individuos infec-

tados por parasitos com delecao de pfhrp2 foi de quatro malarias pregressas
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(intervalo interquantil= 2,0 - 8,0). Entre os individuos infectados por parasitos
sem delecado, a mediana de episddios foi de cinco malarias pregressas (interva-
lo interquantil= 3,0- 8,0) (Tabela 6.6).

6.2.2. Amplificagcao do exon 2 do gene pfhrp3

Trinta e quatro amostras ndo apresentaram amplificacdo do exon 2 do

gene pfhrp3, destas, 19 tinham os genes pfhrp3 deletado e pfhrp2 nao deletado
(pfhrp2+ / pfhrp3-). Amostras clinicas de P. falciparum que nao apresentaram
amplificagdo do exon 2 do gene pfhrp3 foram classificadas como pfhrp3 dele-
tado, enquanto amostras que apresentaram amplificacdo do exon 2 do gene
pfhrp3 foram classificadas como pfhrp3 nao deletado. Entre participantes do
sexo feminino, 14 (37,84%) foram infectadas por parasitos com o gene pfhrp3
deletado, enquanto 23 (62,16%) apresentaram pfhrp3 néo deletado. Entre os
homens, 20 (44,44%) tiveram pfhrp3 deletado, contra 25 (55,56%) com pfhrp3
néo deletado.

A mediana de idade entre os individuos infectados por parasitos pfhrp3
deletado foi de 21 anos (intervalo interquantil= 11,25 - 37,25). Entre os indivi-
duos infectados por parasitos sem delegdo a mediana foi de 16 anos (intervalo
interquantil= 11,25 - 32,00). Entre os participantes menores de 15 anos, nove
(30%) isolados apresentaram pfhrp3 deletado e 21 (70%) pfhrp3 ndo deletado.

Entre os participantes com 15 anos de idade ou mais, 25 (48,08%) foram
classificados como pfhrp3 deletado e 27 (51,92%) como pfhrp3 nédo deletado.
Vinte e quatro (41,38%) individuos com malaria clinica foram de isolados
pfhrp3 deletado, enquanto 34 (58,62%) foram isolados pfhrp3 ndo deletado.
Entre os portadores da Infecgdo assintomatica dez (41,67%) apresentaram
pfhrp3 deletado e 14 (58,33%) apresentaram pfhrp3 ndo deletado.

A mediana de episddios de malaria pregressa entre os individuos infec-
tados por parasitos com delecéo de pfhrp3 foi de cinco malarias pregressas (in-
tervalo interquantil= 2,75 - 7,25). Entre os individuos infectados por parasitos
sem delec¢ado, a mediana de episddios foi de cinco malarias pregressas (interva-
lo interquantil= 2,25- 8,0) (Tabela 6.6).

Nao houve diferenca estatistica entre infeccbes por parasitos com ou
sem delegao do gene pfhrp2 ou pfhrp3 em relacéo a sexo, idade, quadro clini-

co ou historia pregressa de malaria (Tabela 6.6).
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Amostras com dupla delegao

Quinze amostras nao apresentaram amplificagdo do exon 2 do gene

pfhrp2 e do gene pfhrp3 (dupla delegéo), destas, seis (40%) amostras eram de
participantes mulheres e nove do sexo masculino (60%). Amostras que apre-
sentaram amplificacdo do exon 2 do gene pfhrp2 e do gene pfhrp3 estao repre-
sentadas no grupo sem delecao (20 amostras) ou delegéo uUnica (43 amostras).
Neste grupo, 31 (46,27) eram do sexo feminino e 36 (53,73) eram do sexo
masculino. A mediana de idade entre os individuos infectados por parasitos
com dupla delecao foi de 28 anos (intervalo interquantil= 16 - 36). Entre os in-
dividuos infectados por parasitos sem delecdo ou delegao unica, a mediana foi
de 16 anos (intervalo interquantil= 11 - 33).

No grupo sem delegao ou delegao unica, 28 (41,79%) eram menores de
15 anos e 39 (58,21%) tinham 15 anos ou mais. Infec¢des por parasitos com
dupla deleg&o foi maior em individuos com mais de 15 anos, 13 (86,67%), en-
quanto apenas dois (13,33%) eram de participantes menores de 15 anos
(p<0,04).

Malaria clinica ocorreu em sete (46,67%) dos isolados pfhrp2 e pfhrp3
deletados, enquanto oito (53,33%) tiveram infeccdo assintomatica. Entre as
amostras sem delegao ou com delec&o unica, a maior parte dos participantes
apresentaram malaria clinica 51 (76,12%) enquanto 16 (23,88%) ocorreram em
portadores de infecgao assintomatica. A chance de que um individuo assin-
tomatico tenha uma dupla delecéao foi 3,64 vezes maior que os individuos com
malaria (1IC95%: 1,14-11,61); essa associacgao foi estatisticamente significativa,
(p=0,022).

Entretanto ndo houve diferenca em relagdo ao sexo ou malaria pregres-
sa. A mediana de episodios de malaria pregressa entre os individuos infectados
por parasitos com dupla delegéo foi de cinco malarias pregressas (intervalo in-
terquantil= 3 - 10). Entre os individuos infectados por parasitos sem dele¢ao ou
delecdo unica, a mediana de episddios foi de cinco malarias pregressas (inter-
valo interquantil= 2,0 - 8,0) (Tabela 6.7).
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Tabela 6.7. Caracterizagao dos individuos infectados com parasitos com dupla

delecdo (n=15) dos genes pfhrp2/ pfhrp3 e sem delec&o ou delecdo de um dos

dois genes
Sem delegéao
Dupla dele¢cao ou delegcao
unica
Pfhrp2 e pfhrp3
N=15 N=67 p-value
n (%) n(%)
Sexo Feminino 6 (40,00) 31 (46,27) 0,66
n=82 .
Masculino 9 (60,00) 36 (53,73)
, 28 16
Mediana [1IQ] [16-36] [11-33]
ldade <15 anos 2 (13,33) 28 (41,79) 0,041
n=82
>=15 anos 13 (86,67) 39 (58,21)
Infecgéo 2
Quadro clini- assintomatica 8(53,33) 16 (23,88) 0,022
co
n=82 Malaria 7 (46,67) 51 (76,12)
Malaria : 5 5
Mediana [IIQ
pregressa e [3-10] [2-8]
n=82 0 0 (0,00) 1(1,49) 1
1 2 (13,33) 11 (16,42) 0,68
2a4 5 (33,33) 19 (28,36) 0,62
5a9 4 (26,67) 24 (35,82) 0,69
210 4 (26,67) 12 (17,91) 0,58

'OR (1C95%):0,21 (0,04-1,02);

20R (IC95%): 3,64 (1,14-11,61)
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7. DISCUSSAO

Embora mulheres e criangas busquem servigos de saude em maior nu-
mero que homens, predominancia de infeccdo por Plasmodium ssp. em indivi-
duos do sexo masculino em relacdo ao feminino e na faixa etaria economica-
mente ativa ja foi relatada em alguns estudos epidemiolégicos nos estados da
Amazénia Brasileira (BARBOSA et al., 2006; SUAREZ-MUTIS &
COURA., 2007; GOMES et al., 2020). Em nosso estudo, houve uma amostra-
gem relativamente equilibrada em relacdo ao género dos participantes, com
45,12% das amostras totais correspondentes a individuos do sexo feminino e
54,88% do sexo masculino. Isso pode ter ocorrido porque além do estudo de
participantes sintomaticos que buscavam atendimento, também foi realizada
busca ativa entre os contatos intra-domiciliares de cada participante-indice, fa-
vorecendo o diagndstico de mulheres e criangas com atividades predominan-
temente domésticas. SUAREZ-MUTIS & COURA (2007), todavia, ja haviam re-
latado um aumento na proporg¢ao de casos de malaria entre mulheres na regiao
do Rio Padauiri, em Barcelos. Tambem n&o houve diferenga significativa na dis-
tribuicdo por género entre os individuos infectados por parasitos com deleg&o
de pfhrp2 elou pfhrp3 e sem delegao.

Infecgbes por parasitos com dupla delegéo foi maior em individuos com
mais de 15 anos, 86,67% (p<0,04) e por parasitos sem delegdo ou delecao
unica foi maior em individuos com malaria clinica, 76,12% (p<0,02). Embora a
relacdo entre faixa etaria e infecgdo por parasitos deletados ndo seja frequen-
temente abordada, ha uma relagdo mais observada entre faixa etaria e quadro
clinico e quadro clinico e infecgao por parasitos mutantes. Individuos com in-
feccao assintomatica na populacao estudada foram mais velhos que os partici-
pantes com malaria clinica, com medianas de idade de 21,50 anos e 16 anos,
respectivamente. Individuos que relataram mais de dez episddios prévios de
malaria tiveram uma chance 3,12 vezes maior de ter infecgdo assintomatica
quando comparados com individuos que relataram menos de dez episddios
pregressos.

E reconhecido que em locais endémicos, com transmisséo classificada
como estavel de malaria, individuos constantemente expostos desenvolvem
imunidade contra a doengca e em areas de malaria estavel, os adultos sao

normalmente assintomaticos ou oligossintomaticos e apresentam uma baixa
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parasitemia (SUAREZ-MUTIS & COURA, 2007). O padrao clinico observado

no nosso estudo, em que infecgdo assintomatica ocorreu com mais frequéncia
em individuos com uma mediana de idade maior e teve maior chance de ocor-
rer em participantes com grande numero episodios prévios da doenga, enquan-
to individuos com malaria clinica tiveram uma menor mediana da idade e me-
nor numero de episddios clinicos € compativel com o padrdao observado em lo-
calidades hiperendémicas, com transmissao estavel como na Africa Subsaaa-
riana. Esses resultados sao concordantes com os achados de SUAREZ-MUTIS
& COURA (2007) que observaram que o acometimento pela malaria entre os
habitantes de localidades préximas ao Rio Padauiri, em Barcelos, sofreu uma
mudanga no padrao epidemiologico de 1992 a 2004, em que cada vez mais
criangas apresentavam formas sintomaticas de malaria e adultos formas assin-
tomaticas, além de maior prevaléncia de malaria clinica em menores de 16
anos, especialmente em criangas menores de um ano. Os adultos maiores de
50 anos foram poupados sugerindo certo grau de resisténcia adquirida a infec-
¢ao e/ou uma diminuicdo na prevaléncia de sintomas nos adultos; reforcando a
hipotese de se tratar de uma area hiperendémica com transmissdo estavel,
com possiveis portadores assintomaticos de Plasmodium sp.

A Amazébnia Brasileira, apesar de heterogénea, é classificada como uma
area com transmissao instavel (PASSOS & FIALHO, 1998). Quando a trans-
missdo é flutuante nas taxas de inoculagado do parasito e os individuos podem
receber indculos em intervalos anuais ou de varios anos, a malaria é classifica-
da como instavel. Nesse cenario, aparentemente, a intensidade da transmissao
nao permite que os individuos desenvolvam imunidade naturalmente adquirida
para ser suficientemente protetora. Os adultos nesses locais sdo normalmente
acometidos por quadros sintomaticos, inclusive podem desenvolver formas
graves (SUAREZ-MUTIS & COURA, 2007). Porém, em areas da Amazobnia
Brasileira e Peruana, ja foram anteriormente descritas a ocorréncia de baixas
parasitemias em individuos assintomaticos (ALVES et al., 2002; BRANCH et al.,
2005, SUAREZ-MUTIS et al. 2007); no entanto, por serem consideradas areas
de baixa a moderada transmissao, esse fenbmeno pode ter ocorrido por meca-
nismos imunoldgicos do hospedeiro ou por fatores parasitarios distintos do que
ocorrem na transmissao estavel em regides hiperendémicas.

Ao comparar os resultados de delegdes encontradas em Barcelos com

estudos em outras areas da Regiao Amazénica, observamos que, em relagao
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ao gene pfhrp2, enquanto em Barcelos 52,44% dos isolados avaliados eram
pfhrp2-negativos, em diferentes areas da Regido Amazénica do Peru 41% das
amostras coletadas entre 2003 e 2007 nao tinham a amplificacao de pfhrp2. A
propor¢ao de parasitos mutantes na regido amazénica do Peru aumentou ao
longo dos anos, segundo estudos subsequentes (MALTHA et al., 2012; AKINY!I
et al., 2013; BALDEVIANO et al., 2015). No municipio de Cruzeiro do Sul, Acre,
31,6% das amostras coletadas, em 2012, n&do tinham amplificacdo de pfhrp2
(RACHID VIANA et al. 2017) enquanto as demais areas avaliadas nesse estu-
do (Bolivia e os estados do Para e Rondénia no Brasil) tiveram baixa frequén-
cia de parasitos com essa delecéao.

O exon 2 do gene pfhrp3 nao foi amplificado em 41,46% das amostras
avaliadas em Barcelos, no entanto, no Peru, nao foi amplificado em 70% dos
isolados avaliados (GAMBOA et al. 2010). RACHID VIANA et al. (2017) encon-
traram prevaléncias de parasitos pfhrp3-negativos elevadas no Acre (38%),
Para (18,3% %), Rondonia e Bolivia (68%) dentre as amostras avaliadas.

Poucos estudos na América do Sul e no Sudeste Asiatico observaram
alta prevaléncia de parasitos com os genes pfhrp2 deletado e pfhrp3 presente
quando comparados com outras formas de mutagao: pfhrp2+/ pfhrp3- e pfhrp2-
| pfhrp3- (ABDALLAH et al., 2015; BESHIR et al., 2017). Na Regidao Amazénica
a prevaléncia de parasitos sem delecao de pfhpr3 € maior do que aqueles com
delegao de pfhrp2 (GAMBOA et al., 2010; RACHID VIANA et al. 2017). Sugere-
se que, nessa regiao, parasitos sem pfhrp3 podem estar presentes ha mais
tempo do que aqueles sem pfhrp2 e que parasitos pfhrp3 deletados tenham
passado por um cruzamento genético com parasitos sem pfhrp2 e produzido
uma progénie sem os dois genes (GAMBOA et al., 2010; AKINYI et al., 2013).

Em Barcelos, no entanto, foi encontrada uma prevaléncia alta de parasi-
tos com delecdo de pfhrp2 e pfhrp3 ndo deletado (pfhrp2-/pfhrp3+; 34,15%),
além de com delecdo de pfhrp3 e pfhrp2 nao deletado (pfhrp2+/pfhrp3-;
23,17%) e parasitos com dupla delecao (pfhrp2- / pfhrp3-; 18,29%).

Uma meta-analise sugere que a distribuicdo de delec¢des pfhrp3 esta as-
sociada a areas de transmissao de intensidade relativamente baixa, mesmo no
Continente Africano, onde a delecéo de pfhrp3 isolada ndo é comum (SEPUL-
VEDA et al.,, 2018). Em estudo de campo na Nigéria, o genodtipo pfhrp2+ /
pfhrp3- nao foi documentado, enquanto o gene pfhrp2 estava ausente em 17%

das amostras, sendo 6% de amostras totais com dupla delegdo (FUNWEI et al,
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2019). Na Tanzania, de 137 amostras coletadas, 2,1% apresentaram delecéo
exclusiva de pfhrp2 (pfhrp2-/ pfhrp3+) e 1,4% tiveram dupla delegao (pfhrp2-/
pfhrp3-), nehuma amostra apresentou delegcao exclusiva de pfhrp3. Em Ugan-
da, de 194 amostras coletadas, 3,6% tiveram delecao de pfhrp2 (pfhrp2-/
pfhrp3+) e 1,0% apresentou dupla delegéo (pfhrp2-/ pfhrp3-) e nenhuma amos-
tra foi negativa para pfhrp3 e positiva para pfhrp2 (THOMSON et al., 2019). Iso-
lados com predominancia de delecio de pfhrp2 foram relatadas em estudos na
india (BHARTI et al., 2016; PATI et al., 2018) e no Suriname (OKOTH et al.,
2015). Em um total de 58 amostras negativas para RDT baseado em HRP2
coletadas em Odisha, India, 38 (65,5%) amostras tiveram o exon 2 do gene
pfhrp2 nao detectado, enquanto 24 (41,4) tiveram o exon 2 do gene pfhrp3 ne-
gativo, incluindo 17 amostras com dupla delegédo (PATI et al., 2018). Possivel-
mente ha uma melhor adaptacéo dos parasitos pfhrp3-positivos no hospedeiro
(SEPULVEDA et al., 2018).. Numeros reduzidos de delecdes de pfhrp3 s&o en-
contradas em paises africanos onde a intensidade da transmisséo do P. falcipa-
rum da malaria € maior do que em outros lugares. No Brasil onde as areas de
transmissao de malaria sdo consideradas baixa, a alta prevaléncia de delecao
de pfhrp3 pode ser mantida.

As populagcbes de ambientes de alta transmissdo sdo susceptiveis de
eliminar os parasitos pfhrp3-negativos da circulagdo por cruzamento genético
no mesmo hospedeiro (SEPULVEDA et al., 2018). Em cruzamentos experimen-
tais dos isolados 3D7 (pfhrp2+ / pfhrp3+) x HB3 (pfhrp2+ / pfhrp3-) e HB3
(pfhrp2+ / pfhrp3-) x DD2 (pfhrp2- / pfhrp3+), houve uma frequéncia menor de
delecdo do gene pfhrp3 na respectiva progénie do que a esperada pela segre-
gacdo Mendeliana (MURRAY et al., 2017; SEPULVEDA et al., 2018). J4 foi
aventada a hipotese de que os parasitos portadores do gene pfhrp3 tém uma
vantagem competitiva nas condigdes de laboratorio e no hospedeiro chimpanzé
utilizado nos cruzamentos genéticos (WELLENS et al., 1987).

A discrepancia na prevaléncia genotipica de parasitos mutantes (pfhrp2-/
pfthrp3+; pfhrp2+/ pthrp3-; pfhrp2-/ pfhrp3-) em diferentes regides endémicas
pode ser devido a emergéncia especifica de determinado isolado no local, da
selecdo de uma variante de delecdo em particular, da intensidade de trans-
missdo, da taxa de cruzamento genético e de seu potencial de disseminagao
geografica por regides vizinhas ou mesmo distantes através de viajantes (PATI
et al., 2018; SEPULVEDA et al., 2018). BALDEVIANO et al. (2015) realizaram
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uma investigagdo molecular e epidemioldgica de isolados de P. falciparum de
um surto da doenga entre 2010-2012, em Tumbes, na costa norte do Peru,
onde nao ocorriam casos de malaria por P. falciparum desde 2006. A tipagem
de microssatélites mostrou um gendtipo idéntico em todos os 54 isolados estu-
dados e também era idéntico ao dos parasitas isolados em 2010 na regido de
Loreto, na Amazénia Peruana. O sequenciamento de DNA revelou mutacdes
fortemente associadas a delegcdo do gene pfhrp2. BERHANE et al. (2018) en-
contraram na Eritréia alta prevaléncia de parasitos pfhrp2-deletados; esses pa-
rasitos eram geneticamente menos diversos que os parasitos nao deletados e
formavam dois grupos sem relagdes proximas com os parasitos do Peru, indi-
cando que provavelmente esses isolados surgiram de forma independente.

A alta prevaléncia dos parasitos mutantes no nosso estudo foram com-
paraveis aos observados em diferentes continentes. No Peru, a prevaléncia de
isolados de P. falciparum pfhrp2/ 3 deletados variou de 20 a 90% (GAMBOA et
al., 2010; MALTHA et al., 2012; AKINY!I et al., 2013). Na Asia, em algumas
areas da india, a prevaléncia desses parasitos chegou a 25% (BHARTI et al.,
2016). Na Africa, parasitos deletados tiveram prevaléncias variando entre 2 e
45%, alcangando 80% em dois hospitais regionais na Eritréia (BERHANE et al.,
2018, GATTON et al., 2020). Variantes duplas negativas ocorreram em 21,6%
das amostras do Peru (GAMBOA et al., 2010) e em 11,6% das amostras cole-
tadas no Brasil (RACHID VIANA et al. 2017); enquanto em Barcelos, ocorreu
em 18,29% dos isolados. Esta proporgéo também observada em estudo na in-
dia (22,4%) (PATI et al., 2018).

O Programa Nacional de Controle da Malaria utiliza atualmente como
teste para diagnostico de malaria o SD-BIOLINE MALARIA AG Pf/Pf/Pv, que
detecta os antigenos HRP2 e Pf - pLDH, além de pLDH de P. vivax (BRASIL,
2020). Embora a utilizagao de um teste que detecte também o antigeno Pf-
pLDH reduza o prejuizo na deteccdo de parasitos com delecdo dos genes
pfhrp2/3, a sensibilidade de detecgédo de Pf-LDH é inferior a de HRP2 (OCHO-
LA et al., 2006, CHIODINI et al., 2007; LI et al., 2017). Os RDTs baseados em
HRP2 além de serem mais sensiveis de forma geral, apresentam desempenho
superior sobretudo em baixas densidades parasitarias (WHO, 2018) e possuem
melhor estabilidade térmica (OCHOLA et al., 2006). Portanto, a sensibilidade
na deteccao isolada do antigeno Pf-LDH e Pf-LDH em areas quentes e com

recorrentes infecgdes de baixa parasitemia, como o municipio de Barcelos e
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outras areas da Regido Amazébnica, a presenga de parasitos com dupla dele-
¢ao pode ter reduzir a sensibilidade destes testes.

Estudo recente avaliou o0 desempenho dos 32 RDTs da malaria contra P.
falciparum reconhecidamente com dele¢do do gene pfhrp2. Foram testados:
100 isolados clinicos de parasitos pfhrp2-positivos do tipo selvagem e 40 amos-
tras de 10 diferentes cepas de parasitos pfhrp2-deletado. Os RDTs foram divi-
didos em quatro grupos para serem analisados. O grupo 1 era de RDTs basea-
dos na deteccdo de Pf-LDH sozinho ou em combinagdo com outros antigenos
(n =9) e teve 57,1% de positividade em amostras pfhrp2 deletadas; o grupo 2,
de RDTs que detectam pan-LDH isolado (n = 2), teve 95,6% de positividade; o
grupo 3, de RDTs que detectam HRP2 isoladamente (n = 4), teve 43,4% de po-
sitividade e o grupo 4, de RDTs que detectam HRP2 e outro antigeno Plasmo-
dium spp (LDH pan ou especifico, ou aldolase) (n = 17), teve 23,7% de positivi-
dade. O estudo também demonstrou que os RDTs de deteccdo de PfLDH
apresentam melhor desempenho na identificagcao P. falciparum sem pfhrp2, se
alta densidade parasitaria (GATTON et al., 2020).

Em recente recomendacado, a OMS indica as areas em que devem ser
priorizada a vigilancia de dele¢des dos genes pfhrp2 /3 : (1) areas com identifi-
cacao de discordancia entre RDT baseados na deteccao de HRP2 e resultados
de microscopia relatadas, (2) com resultados n&o representativos ou relatos
esporadicos de exclusdes de pfhrp2 / 3 no pais, e (3) areas vizinhas de uma
localidade onde exclusdes de pfhrp2 / 3 frequentes foram identificadas (WHO,
2020). Populagdes de P. falciparum com delegbes de pfhrp2 e pfhrp3 estéo
presentes na Amazébnia peruana e brasileira, particularmente no Estado do
Acre, Para e Amazonas (GAMBOA et al., 2010; RACHID VIANA et al., 2017;
WHO, 2020). Portanto, é indispensavel avaliar a prevaléncia de parasitos com
estas delegdes de genes em outras regides brasileiras, como 0 municipio de
Barcelos, onde TDRs sao utilizados. O estudo atual relata um cenario impor-
tante de dele¢des dos genes pfhrp2 | pfhrp3 no municipio, onde a exclusdo do
exon 2 do gene pfhrp2 foi observada em 52,44% das amostra, em contraste
em 24,39% das amostras houve a amplificagdo do exon 2 de ambos os genes
(pfhrp2+ / pfhrp3+) dentre as amostras avaliadas. Segundo a OMS, quando a
prevaléncia de delegdes dos genes pfhrp2 é superior a 5%, o RDT baseado em

HRP2 deve ser revisto como método de triagem para o diagndstico de malaria.
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Se a prevaléncia for menor a 5%, a recomendagao € planejar a mudanga em
um periodo de tempo mais longo (WHO, 2016, WHO, 2020).

A chance de um individuo assintomatico ter uma dupla deleg¢ao foi maior
que entre os individuos com malaria clinica (3,64 vezes); essa associagao nao
foi observada na delegao isolada de um dos dois genes estudados. Os antige-
nos HRP2 e HRP3 sao homologos estruturais (BAKER et al., 2005; BHARTI et
al., 2016) e os genes pfhrp2 e pfhrp3 provavelmente sao derivados de um gene
ancestral comum, sendo assim, possivelmente um pode compensar a funcao
do outro (ROCK et al., 1987). O que poderia explicar porque houve diferenca
na clinica entre os participantes com dupla dele¢cao e ndo entre os individuos
infectados por parasitos com delecdo unica. A associacdo encontrada esta de
acordo com estudo realizado na Republica Democratica do Congo que procu-
rou explorar diferengas clinicas entre criangas infectadas com plasmédio com
delecédo de pfhrp2 e sem delegcédo. Nesse estudo, foram observadas densida-
des mais baixas de parasitos pela PCR em tempo real, menor proporgcao de
positividade para microscopia e menos febre entre individuos infectados por
plasmddios pfhrp2 deletados, embora sem conclusdes significativas pelos da-
dos clinicos limitados (PARR et al., 2017).

A hipétese de que a delecédo dos genes pfhrp2 e pfhrp3 pode gerar um
custo reprodutivo para o parasito, levando a quadros clinicos mais brandos, foi
levantada em estudos in vitro e clinicos, sem conclusdes definitivas até o mo-
mento (SULLIVAN et al., 1996; PARR et al., 2017; SEPULVEDA et al., 2018).
Estudos de modelagem mostram a existéncia de uma vantagem dos parasitos
com delecao de pfhrp2 e pfhrp3 sobre parasitos sem delegao através da pres-
sao seletiva provocada pelo uso a longo prazo de RDTs baseados em HRP2
(BERHANE et al., 2018; GATTON et al., 2020). No entanto, a existéncia e a
prevaléncia crescente de delegdes de pfhrp2 e pfhrp3 no Peru (GAMBOA et al.,
2010; MALTHA et al., 2012; AKINYI et al., 2013) onde RDTs baseados na de-
teccao de HRP2 nao sdao amplamente utilizados, demonstra que o tratamento
seletivo baseado em resultados de testes ndo € o unico fator que impulsiona a
selecao desses parasitos (THOMSON et al., 2020).

A funcao dos genes pfhrp2 / 3 ndo é bem compreendida; diferentemente
dos genes que expressam os antigenos LDH ou aldolase, que por atuarem

COmo enzimas essenciais para o metabolismo e sobrevivéncia dos parasitos,
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séo incapazes de serem excluidos (HERMAN et al., 2019; PATI et al., 2018).
Em estudos in vitro, 0 HRP2 se liga a moléculas do grupo heme e parece cata-
lisar a cristalizagdo do heme para formar hemozoina. Esta fungao é relevante
para a desintoxicagcdo do parasito pelo heme da hemoglobina do hospedeiro.
No entanto, os clones de P. falciparum com pfhrp2 elou pfhrp3 deletados e
mesmo plasmaddios de outras espécies que, portanto, ndo possuem esses ge-
nes e ndo expressam seus respectivos antigenos, também conseguem produ-
zir hemozoina (SULLIVAN et al., 1996; POTI et al., 2020).

O HRP2 pode estar relacionado a supressao da proliferagao de linfécitos
T e B e a inibicdo da producédo de interferon-gama por linfocitos T, favorecendo
a evasao do parasito do sistema imunologico do hospedeiro (POTI et al.,
2020). O antigeno também pode estar associado ao sequestro de hemacias
infectadas nos capilares, evitando a depuragao esplénica (BUFFET et al., 2011)
e com a reducao da integridade da barreira hematoencefalica, aumentando a
expressdo de moléculas de citoaderéncia na superficie endotelial. De fato, a
gravidade da malaria apresenta correlagdo com a concentragédo plasmatica de
HRP2 e com a persisténcia de eritrocitos infectados no hospedeiro (POTI et al.,
2020). Pacientes infectados por P. falciparum e tratados podem apresentar uma
entidade clinica denominada hemolise tardia pos-hipertensiva (PADH), causada
pela destruicdo de eritrécitos previamente infectados circulantes apos a remo-
¢ao do parasito; a afericao da concentracdo de HRP2 no sangue total dos indi-
viduos com malaria grave tratados com artesunato apresentou potencial utili-
dade em prever a PADH (NDOUR et al. 2017; POTI et al. 2020).

Ha& uma hipétese ja bordada nesse estudo de que parasitos portadores
do gene pfhrp3 e que, portanto, expressam HRP3, apresentam uma vantagem
competitiva in vitro (WELLENS et al., 1987). Possivelmente, ha uma melhor
adaptacdo dos parasitos pfhrp3-positivos no hospedeiro (SEPULVEDA et al.,
2018). No entanto, sdo necessarios mais estudos para concluir que essas de-
lecdes geram um custo adaptativo para essas variantes (SEPULVEDA et al.,
2018).

A compreensao da viruléncia e patogenicidade dos parasitos deletados
de pfhrp2 elou pfhrp3 e se esses parasitos apresentam padrdes de sensibili-

dade aos medicamentos antimalaricos diferentes dos parasitos sem delecao
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precisa ser melhor estudada (BOSCO et al. 2020; WHO, 2020). Se as delegdes
de pfhrp2 elou pfhrp3 estiverem associadas a infeccbes menos virulentas,
pode haver uma diferenca na prevaléncia entre infecgbes sintomaticas e assin-
tomaticas e muitos estudos podem nao ser verdadeiramente representativos da
prevaléncia de dele¢ées em uma populagédo ou pais (THOMSON et al., 2020).
KOITA et al. e HOUZE et al. mostraram o potencial de parasitos com delegéo
do gene pfhrp2 elou pfhrp3 de causar doenga grave. No entanto, € importante
observar que os fatores que determinam se o hospedeiro infectado desenvol-
vera um quadro assintomatico ou sintomatico, uma doenca leve ou grave, sédo
multiplos e ndo somente associados as caracteristicas genéticas do parasito,
tais como: taxa de inoculagdo do mosquito, imunidade adquirida, polimorfismos
genéticos do hospedeiro humano, estado de nutricdo do individuo infectado,
condigdes ambientais e acesso a um tratamento eficiente (BOSCO et al.
2020).

Os polimorfismos, como o trago falciforme em seres humanos, séo
exemplares da co-evolugcao hospedeiro-parasito. A anemia falciforme, uma he-
moglobinopatia de carater genético, causada por uma mutagao na posi¢ao 6 do
gene da B-globina. Sua clinica depende se o individuo acometido € portador do
trago falciforme ou se é um individuo homozigético para o alelo mutado. En-
quanto os individuos homozigoticos apresentam anemias severas, infecgdes
graves e lesdes em 6rgaos vitais que reduzem de forma consideravel a expec-
tativa de vida, o traco falciforme encontra-se amplamente distribuido, com fre-
quéncias muito elevadas na Africa Subsaariana, cuja distribuicdo coincide com
a do P. falciparum. Os eritrocitos dos individuos com traco falciforme sdo mais
dificilmente parasitados pelo P. falciparum e o mecanismo de citoadesao € pre-
judicado, o que leva os individuos acometidos pelo trago falciforme a apresen-
tarem uma vantagem seletiva sobre os outros individuos nas regides hiperen-
démicas de malaria, por estarem menos expostos a doenca, sobretudo em sua
forma grave e potencialmente letal antes da idade reprodutiva (MACHADO et
al., 2010). Entre hospedeiro e parasito ha uma estreita relagdo que se aprimora
com o passar de longos periodos de convivio, levando a menor dano ao hos-
pedeiro e alguma vantagem ao parasito. O espectro clinico sintomatico grave,
nao traz beneficio do ponto de vista evolutivo para nenhuma das partes (MA-

CHADO et al., 2010). Da mesma forma, parasitos deletados de pfhrp 2 / 3 po-
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dem ser selecionados naturalmente, ndo apenas pela pressao seletiva do uso
de testes rapidos que identificam de forma seletiva os parasitos nao deletados
e por consequéncia promovem a eliminacdo desses através de um tratamento
precoce; mas também pelo fato dos parasitos mutantes ao provocarem parasi-
temias mais brandas e quadros clinicos assintomaticos, gerarem menos danos

ao hospedeiro humano.

Os fragmentos obtidos foram variaveis para o gene pfhrp2, de 600 a
1000 pb, enquanto para o gene pfhrp3 foi menos inconstante, de 500 pb. Varia-
¢des no gene pfhrp2 foram descritas por Baker et al. (2005 e 2010) de 600 a
960 pb e sao causadas por diferentes numeros de repeticbes que, quando tra-
duzido em sequéncias de aminoacidos, levam a repeticdes diferentes de ami-
noacidos na proteina HRP2. O gene pfhrp2 esta localizado em uma regido sub-
telomérica do cromossomo 8 em que sao frequentes recombinagdes e quebra
cromossOmica. Consequentemente, o antigeno HRP2 tem uma estrutura muito
variavel (JONES et al., 2020).

KUMAR et al. (2013) e LE et al. (2020) encontraram maior diversidade
genética em pfhrp2 do que em pfhrp3. Em 108 amostras analisadas por KU-
MAR et al. (2013), pfhrp2 variou de 472 a 1.000 bp e as proteinas codificadas
variaram de 157 a 333 aminoacidos. A maioria das sequéncias mostraram uma
estrutura semelhante de inicio e fim, comegando com a repetigdo do tipo 1
(AHHAHHVAD) e terminando com as sequéncias de repeticdo do tipo 12 (AH-
HAA). A parte central das sequéncias, no entanto, foi variavel, seguindo um
padrao de distribuicdo geografica do parasito. Entre todas as 13 sequéncias de
repeticao, tipo 2 (AHHAHHAAD) e tipo 7 (AHHAAD) foram mais frequentes. As
repeticoes dos tipos 2 e 7, localizadas no exon 2, aparentemente sao o alvo
dos anticorpos monoclonais RDT e ambas podem aparecer no HRP3 (JONES
et al., 2020). O tamanho de pfhrp3 em KUMAR et al. (2013) variou de 477 pb a
832 pb em 103 isolados avaliados, que codificavam proteinas de 159 a 277
aminoacidos.

LE et al. (2020) avaliaram a variacdo genética dos genes pfhrp2 / 3 em
isolados de P. falciparum coletados de pacientes sintomaticos entre 2013 e
2015 em Myanmar; foram amplificadas com sucesso 84 sequéncias de pfhrp2
e 56 sequéncias de pfhrp3 foram. Altos niveis de variagdo genética foram en-

contrados, com diferengas nos tipos de repeticdo e comprimentos. O tamanho
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dos produtos amplificados variou de 100-1000 bp para pfhrp2 e 50-600 bp para
pfhrp3. Uma analise comparativa com um banco global revelou que amostras
de diferentes paises compartilham caracteristicas estruturais com os genes dos
parasitos de Myanmar. Na maioria das amostras estudadas, o gene pfhrp2 co-
mecgou com a repeti¢cdo tipo 1 e terminou com repeticdo do tipo 12. Esta orga-

nizagao estrutural também foi identificada nos genes analisados globalmente.

Como limitagcdes do estudo, podem ser colocadas a auséncia da descri-
cao da parasitemia de cada amostra, a amplificagcao isolada do exon 2, nao ter
sido realizada a amplificagdo dos genes flanqueadores e a testagem com RDT
baseado em HRP2 e com RDT de outro antigeno ou ELISA. Estudos futuros

deverao ajudar a esclarecer essas questodes.

Finalmente, para estimar a prevaléncia de delegdo de gene pfhrp2 na
regido e a necessidade de medidas de reformulagao nos testes de triagem em-
pregados, serdo necessarias mais pesquisas. Porém, os resultados do atual
estudo foram compativeis com estudos globais em areas de alta prevaléncia
dos parasitos mutantes. Portanto, é altamente recomendavel implementar um
programa de vigilancia ativa para detectar infecgdes por parasitos com exclu-

sao de pfhrp2 e pfhrp3 no municipio de Barcelos e em territérios vizinhos.
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8. CONCLUSOES

Neste estudo foi encontrado um alto percentual de delegdo dos genes
pfthrp2 (52,44%) e pfhrp3 (41,46) em amostras clinicas de individuos do mu-
nicipio de Barcelos, estado do Amazonas. As caracteristicas das dele¢des en-
contradas sado correspondentes com estudos de campo em paises de alta
transmiss&o como em paises da Africa Subsaariana, com frequéncia relevante
do genotipo pfhrp2 - / pfhrp3+ em comparagéo com outros estudos na América
do Sul. A discrepancia na prevaléncia genotipica de parasitos mutantes pode
ser devida a emergéncia especifica de um determinado isolado no local e da
selecdo de uma variante de delegcdo em particular. Os fragmentos obtidos fo-
ram mais variaveis para o gene pfhrp2 que para o gene pfhrp3, em concordan-
cia com o descrito na literatura.

O padrao clinico observado no nosso estudo, em que infeccdo assin-
tomatica ocorreu com mais frequéncia em individuos mais velhos e teve maior
chance de ocorrer em participantes com grande numero episédios prévios da
doenca também é compativel com o padrdo observado em localidades de alta
endemicidade e ja foi descrito no local.

Infeccado por parasitos com delegao dos genes em estudo ocorreu mais
em individuos de maior idade e assintomaticos. A chance de um individuo as-
sintomatico estar infectado por um parasito com dupla delecéo foi considera-
velmente maior do que entre os individuos com malaria clinica, sendo este re-

sultado estatisticamente significativo.
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9. PERSPECTIVAS

Nosso estudo pode ser incluso em uma analise mais abrangente de pre-
valéncia de deleg¢des dos genes pfhrp2 e pfhrp3, visto que foi realizado com
amostras coletadas em servico publico de saude em area endémica para mala-
ria por P. falciparum, com participantes sintomaticos inclusos. E importante rea-
lizar novas pesquisas de acompanhamento para monitorar a prevaléncia dos
parasitos deletados, conforme preconizado pela OMS.

A inclusdo de mais etapas no método de investigagcdo de exclusdes
como calculo da parasitemia de cada amostra, amplificacdo do exon 1 e do in-
tron de cada gene, amplificacdo dos genes flanqueadores, testagem com RDT
baseado em HRP2 e com RDT de outro antigeno ou ELISA promovera maior

robustez aos resultados encontrados.
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INTRODUGAO

A malaria humana é uma doenga infecciosa, ndo contagiosa, com manifestagdes clinicas episoddicas de
carater agudo. E causada por protozoarios do género Plasmodium e transmitida ao homem na natureza
através da picada de fémeas de mosquitos do género Anopheles. A malaria esta entre as doengas
negligenciadas catalogadas pelo Plano Global o combate as Doengas Tropicais Negligenciadas e &
considerada Pela Organizagao Mundial da Saude (OMS) a doenga parasitaria mais devastadora socio
economicamente. Aproximadamente 3,3 bilhGes de pessoas (metade da populagao mundial) vivem em
areas onde ha risco de transmissao da doenga, sendo que a Africa é a regido de maior risco. A pesar dos
avangos na diminuicdo da morbidade e mortalidade por
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malaria nos ultimos 15 anos, essa doenga continua sendo um importante problema de saude publica em 91
paises do mundo. No ano de 2015 em todo o mundo, estima se que ocorreram cerca de 212 milhdes de
casos da doenga (uma diminuigdo na incidéncia de 41% em relagdo ao ano2000) e que ocorreram 429.000
mortes (diminuindo em 62% em relagdo ao ano 2000). No Brasil, o nimero de casos confirmados de
malaria no ano de 2015 foi de 142.659 com 26 mortes. Quatro espécies de Plasmodium infectam o homem:
P. falciparum, P. vivax, P. malariae e P. ovale. Recentesestudos no Sudeste Asiatico relataram casos de
infecgoes pelo Plasmodium knowlesi, um Plasmodium que tem no macaco seu hospedeiro natural, mas que
também pode infectar humanos. Cerca de 4% dos casos estimados globalmente séo devidos a Plasmodium
vivax, mas fora do continente africano a proporgcao de infecgdes por esta espécie é de 41%. A grande
maioria das mortes (99%) € devida a malaria por Plasmodium falciparum, estima-se que Plasmodium vivax
tenha sido responsavel por 3.100 mortes em2015, com 86% ocorrendo fora de Africa. No Brasil, a maioria
dos casos, mais de 85% sao pelo P. vivax. A prevaléncia de infecgdes por P. malariae é baixa, mas alguns
estudos sugerem que pode alcangar 10% em algumas regiées. No Brasil nao ha malaria causada pelo P.
ovale. A malaria possui grande importancia epidemiolégica, devido sua gravidade clinica e elevado potencial
de disseminagao, em areas com densidade vetorial que favorega a transmiss@o. Na regidao da Amazénia
brasileira causa consideraveis perdas sociais e econdmicas na populagao sob risco. O P. vivax, embora
menos patogénico do que P. falciparum, tem um grande impacto sécio-econdmico entre as pessoas
quevivem em areas de risco para a infecgao. Existem varias estratégias de controle da malaria, entretanto
os esforgos de prevengao e controle da doenga precisam ser projetados para o ambiente especifico em que
eles serao utilizados e precisam levar em conta a epidemiologia da malaria no local, nivel de recursos
disponiveis e vontade politica. O controle da malaria no Brasil representa um desafio real para as
autoridades de saude devido a varios fatores, incluindo a dificuldade de manter medidas preventivas nas
comunidades do Amazonas, e transformagdes no ecossistema que promovem a transmissao da malaria em
varias localidades, tais como a construgao de rodovias e represas além de programas de colonizagao
emigragao para a Amazonia. Além disso, individuos assintomaticos, com baixas parasitemias e que vivem
nas areas endémicas, contribuem para a transmissao da malaria ja que nao apresentam manifestagoes
clinicas e nao sabem que estao infectados. A Resisténcia as drogas antimalaricas emergiu como um dos
maiores desafios para o controle da malaria hoje em dia. A resisténcia aos medicamentos tem sido
implicado na propagagao da malaria para novas areas e re-emergéncia da doenga em areas onde a doenga
havia sido erradicada. Resisténcia a medicamentos também tem desempenhado um papel significativo na
ocorréncia e
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gravidade da epidemia de malaria em algumas partes do mundo. A resisténcia aos antimalaricos foi descrita
para duas das quatro espécies de parasita da malaria que naturalmente infectam os seres humanos, P.
falciparum e P. vivax. O P.vivax apresenta resisténcia a cloroquina e/ou primaquina em algumas areas. O P.
falciparum desenvolveu resisténcia a quase todos antimalaricos de uso corrente, embora a distribuigao
geografica de resisténcia a um Unico antimalarico varia muito. As terapias combinadas com os derivados da
artemisinina (TCAs) sao atualmente os antimalaricos mais efetivos e potentes para a eliminagao de forma
rapida e segura da parasitemia do P. falciparum, que em conjunto com estratégias de controle vetorial, vém
gerando uma grande diminuicdo da morbidade e mortalidade da malaria no mundo. Apesar do enorme
sucesso dos TCAs na luta contra a malaria por P. falciparum, nos ultimos anos tém se detectado a
emergéncia da resisténcia a artemisinina. Esta resisténcia se encontra ainda localizada na Asia e em
algumas regides da Africa. Nas Américas, casos de diminui¢do da sensibilidade ja foram reportados na
Guiana Francesa e Suriname, préoximos a fronteira com o Brasil. Em infecgdes causadas por P. vivax, a
resisténcia a cloroquina (CQ) é limitada apesar do seu amplo uso. Os primeiros relatos de resisténcia nesta
espécie foram descritos entre australianos repatriados de Papua-Nova Guiné em 1989. Na América do Sul,
11 casos de baixa resposta terapéutica a CQ foram observados na Colémbia em 1989 e na Guiana em
1996. No Brasil, a resisténcia a CQ por P. vivax foi primeira mente descrita no Estado do Amazonas em
1999 e mais recentemente, estudos de eficacia clinica mostraram fracasso na terapéutica da malaria por P.
vivax em 13% dos pacientes com niveis sanguineos adequados de cloroquina. Em P. vivax, os estudos de
resisténcia a CQ tém sido focados nas modificagcbes moleculares nos genes ortologos a pfcrt e pfmdr1 (pvert
e pvmdr-1), ja descritos como determinantes na resisténcia a CQpor P. falciparum. No Brasil, um estudo
mostrou que isolados de P. vivax resistentes a CQ estao circulando no pais, porém esses isolados nao
mostraram associagdao com as mutagdes nos genes pvcrt e pvmdr .Entretanto, um pequeno nimero de
amostras foi utilizado nesses estudos, o que pode nao estar revelando o real papel destes genes na
resisténcia a CQ como ocorre em P. falciparum. Outros estudos tém especulado ainda que a resisténcia a
CQ por P. vivax estaria associada com os casos de malaria grave causadas por esta espécie, pois apés o
aparecimento da resisténcia a CQ pelo P. vivax, inUmeros relatos de malaria com gravidade clinica,
exclusivamente associados com este parasito, comegaram a ser evidenciados, inclusivena cidade de
Manaus, na regiao Amazénica brasileira. Recentemente, estudos também mostraram um aumento dos
niveis de expressao dos genes pvcrt epvmdr1, aparentemente envolvidos na resisténcia a CQ, em pacientes
com malaria grave por P. vivax comparado com pacientes com malaria nao complicada. Fatores de risco
para o
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aparecimento da resisténcia aos medicamentos antimalaricos incluem grande migragao de/para areas
isoladas de mineracao de ouro, a automedicagao frequente sem seguir um curso completo de tratamento, o
acesso limitado das populagdes rurais aos servigos de saude, e a migragao de latino-americanos, asiaticos
e africanos em transito para os Estados Unidos. Esses fatores também podem contribuir para aumentar a
transmissao, levar a um aumento de casos graves, causar surtos de malaria, e reintroduzir a doenga em
areas livres de malaria. Portanto, ha uma necessidade urgente para vigiar a circulagdo de parasitas nas
fronteiras da América do Sul. A Organizagao Mundial da Saude e outras agéncias internacionais em
conjunto promovem um esforgo global para eliminagao da malaria. A vigilancia efetiva da populagéo do
parasita no surgimento e disseminagao de novas variantes genéticas e monitoramento mundial de migragao
do parasita sao pré-requisitos para a eliminagéao da doencga. Isso exige caracterizagéo da variagao do
genoma do parasito em diferentes regidées endémicas e selegao evolutiva recente. Além disso, um
entendimento dos fatores que determinam o fluxo génico entre as localidades, tais como taxas de
endogamia e estrutura da populagao sao necessario para esta caracterizagdo. O Conhecimento da
diversidade genética e genémica populacional naturais do Plasmodium é crucial para a compreensao da
extraordinaria capacidade do parasita para escapar do sistema imunolégico e de desenvolver resisténcia as
drogas antimalaricas. A diversidade genética do Plasmodium é a presenga, numa regiao, de sub-populagées
de parasitas geneticamente distintos, designados genétipos. Em areas hiper endémicas da malaria tem se
observado elevada diversidade genética por causa dos frequentes eventos de recombinagao genética que
podem ocorrer, entre os diversos genétipos, durante a fase sexuada nomosquito. Por causa da diversidade
genética, as infecgbes naturais pelo P. falciparum e P. vivax num individuo podem ser constituidas por mais
de um genétipo, sendo denominada de infecgao multipla. A multiplicidade das infeccdes depende,
principalmente, da intensidade de transmissao e da idade, entre tanto outros fatores, tais como, a exposigao
ao vector, imunidade natural e adquirida, a quimio profilaxia e o tratamento com medicamentos antimalaricos
sao importantes. Até recentemente, P. malaria e tem sido relativamente pouco estudado na pesquisa sobre
malaria. Esta espécie resulta em uma forma menos grave de malaria e o fardo socioeconémico desta
espécie nao é, portanto, tdo grande como para P. falciparum ou P. vivax. No entanto, devido a biologia
interessante desta espécie, incluindo um ciclo de vida mais longo, a capacidade de persistir no hospedeiro
por décadas, sua freqliente ocorréncia em co-infecgées com P. falciparum e a possibilidade deque o P.
Brasilianum infeccioso para primatas do Novo Mundo possa ser a mesma espécie que P. malariae, houve
um aumento de interesse em estudar essa espécie, pois pouco se sabe sobre sua estrutura genémica e
diversidade
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genética. Nossa abordagem neste projeto envolve a integracdao de dados gendmicos de genética
populacional com dados clinicos e epidemiolégicos, a fim de desenvolver métodos inovadores para
monitorar mudangas evolucionarias em populagdes de patdégenos quase em tempo real. Este tipo de
vigilancia gendmica pode fornecer informacgées cruciais para os esforgos de controle da doenga, além de
gerar dados de interesse cientifico fundamental, como potenciais alvos de medicamentos e vacinas. Com os
avangos tecnologicos atuais, os métodos usados para realizar o sequenciamento do genoma se tornaram
mais acessiveis e muito mais baratos, facilitando os estudos epidemiologicos e filogenéticos. Além disso,
novas técnicas permitem sequenciar o parasito da malaria, a partir de pequenos volumes de sangue
(puncao digital). A informacgéo da diversidade genémica e genética dos parasitos, em conjunto com os dados
de epidemiologia, pode ser utilizada para monitorar a transmissao, o aparecimento / disseminagcao de
resisténcia aos medicamentos e a eficacia das intervengdes de controle da malaria. Para maximizar a
eficacia desta abordagem, sera essencial estabelecer parcerias de investigagao interdisciplinar e
colaborag6es em varias regides da Amazodnia brasileira para informar os servicos de saude e apoiar as
estratégias de controle e vigilancia da malaria.

HIPOTESE

Ocorre o aparecimento de novas variaveis genéticas de Plasmodium falciparum, P. vivax e P. malaria e na
populagao de estudo que podem ser correlacionadas com o aparecimento e disseminagao da resisténcia a
drogas, aumento da transmissao e aumento dos casos graves de malaria.

METODOLOGIA

Area e populagdo de Estudo:- Municipio de Barcelos: Esta situado ao norte do estado do Amazonas, no
médio Rio Negro, sendo umaarea altamente endémica para malaria com 3.865 casos em 2016 e uma
Incidéncia Parasitaria Anual (IPA) de 140,8 casos por mil habitantes, caracterizando a area como de alto
risco epidemiol6gico.- Municipio de Atalaia do Norte: Serao selecionadas comunidades do municipio de
Atalaia do Norte. Este municipio € um municipio no interior do estado do Amazonas. Mesorregiao
pertencente a regiao amazénica do Alto Solimdes, localizado a sudoeste de Manaus, capital do estado, este
municipio é altamente endémico para malaria com o registro de 2.551 casos positivos no ano 2016, sendo
2009 causados pelo P. vivax(78,7%) e 509 pelo P. falciparum (19,9%) com uma Incidéncia Parasitaria Anual
(IPA) de 140.6 casos por1000 habitantes. Extragdo de DNA gendmico: O DNA total das amostras clinicas
sera extraido a
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partir de 300! (de sangue total de individuos com malaria utilizando-se kit comercial QlAamp® (QIAGEN). O
DNA extraido sera inicialmente submetido a PCR para a confirmagao do diagnéstico de infecgcao pelo
Plasmodium spp. usando o protocolo de Snounou e colaboradores com algumas modificagdes.
Genotipagem e analise dos microssatélites de P. vivax: Quatorze microssatélites (MS1, MS2, MS3, MS4,
MS5, MS6, MS7, MS8, MS9, MS10, MS11, MS12, MS15 EMS20) serao amplificados utilizando a reagao em
cadeia da polimerase (PCR), de acordo com uma metodologia previamente descrita. Os alelos serao
visualizados e marcados utilizando eletroforese capilarem sequenciador automatico de DNA (sequenciador
48 capilar ABI-3730, AppliedBiossystems) conforme especificado pelo protocolo do fabricante. Os resultados
da eletroforese capilar serao analisados utilizando o software Gene Mapper versao 4.1 (AppliedBiosystems)
para determinar os tamanhos dos fragmentos amplificados em termos de niumero de pares de bases e a
altura dos picos (que corresponde aproximadamente a abundancia relativa de parasitos na amostra).Reagao
de GWAS para ampliagao do genoma de P. falciparum e P. vivax de amostras clinicas para sequenciamento
de DNA: As reacbes de amplificacdao dos genomas de P. falciparum, P. vivax e P. malariae serao
padronizadas de acordo com os protocolos publicados na literatura. Sequenciamento de DNA de alta
geragao: Para avaliar a possibilidade de outros genes estarem envolvidos na resisténcia aos antimalaricos
vamos sequenciar o genoma de 50 amostras de P falciparum isolados de pacientes com diferentes
respostas aos medicamentos. O Sequenciamento do genoma vai ser feito utilizando o sequenciador lllumina
MiSeq, e sera realizado em colaboragao com o Professor Taane Clark e Susana Campino, ambos da
London School ofTropical Higyene and Tropical Medicine em Londres, e Dr. Thomas Otto e Dr. Matt
Berriman do Wellcome Trust Sanger Institute, Cambridge, ambos situados no Reino Unido. Para identificar
polimorfismos genéticos nos dados de sequenciamento obtidos pela tecnologiaMiseq, vamos usar
algoritmos desenvolvidos pela equipe do Prof. Taane Clark (dados nao publicados) para identificar
diferencas entre diferentes grupos de parasitas, vamos usar modelos de regressao para fazer testes de
associagao entre os fenétipos (por exemplo, resisténcia a tratamento com alguns antimalaricos) e os
marcadores genéticos. Os resultados serao comparados com sequéncias publicas predominantemente de
parasitas asiaticos africanos e da Oceania.

CRITERIOS DE INCLUSAO

— Como critérios de inclusao serao considerados todos os individuos com diagnéstico parasitolégico de
infecgcao pelo P. falciparum, P. vivax e P. malaria e, seja pela gota espessa ou pela reagao em cadeia da
Polimerase (PCR) coletadas durante o periodo de estudo nos municipios
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e que tenham assinado o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) e que tenham acima de dois
anos de idade.

CRITERIOS DE EXCLUSAO
— Serao excluidas aquelas pessoas que nao aceitarem participar do estudo e pacientes com doencas
graves.

Objetivo da Pesquisa:

OBJETIVO PRIMARIO

Determinar a diversidade genética de amostras clinicas de Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax e
P.malariae de pacientes com malaria na regido do Médio Rio Negro, estado do Amazonas, e utilizar esses
dados no monitoramento e combate a malaria junto ao programa de controle da malaria na regiao
Amazonica. A proposta ira integrar dados genémicos para modelar a dinamica de transmissao em diferentes
contextos epidemiologicos em tempo quase real, bem como detectar fontes de infeccao e parasitas
resistentes at ratamento antimalarico. Deste modo podemos apoiar os sistemas de saude publica para
manter o controle de casos de malaria e chegar mais rapidamente a uma fase de eliminagao.

OBJETIVO SECUNDARIO

1. Estabelecer uma rede de vigilancia genémica e epidemiolégica da malaria na regido do Médio rio Negro,
Amazdnia brasileira;

2. Descrever a estrutura populacional das amostras clinicas de P. falciparum, P. vivax e P. malariae na
regiao;

3. Monitorar o surgimento e a disseminagao de novas variaveis genéticas de P. falciparum, P. vivax e
P.malariae na regiao do médio rio Negro, através de sequenciamento de DNA de alta geragao e
genotipagempor microssatélites;

4. |dentificar e estimar as frequéncias de novos marcadores de resisténcia as drogas antimalaricas;

5. Criagao de um catalogo de variagoes genéticas (SNPs) e suas frequéncias alélicas em através do
sequenciamento em larga escala em populagdes naturais de P. falciparum e P. vivax na Amazonia
Brasileira;

6. Estimar a distancia genética entre as amostras brasileiras e africanas de P. malariae;

7. Integrar dados genémicos e epidemiolégicos para produzir modelos matematicos a fim de monitorar a
transmissao, a propagagao da resisténcia aos antimaléaricos e a eficacia das intervengées de controle da
malaria;
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8. Converter os dados em ferramentas de pesquisa para informar os investigadores e programas de controle
da malaria.
9. Analise de dados gendmicos e propagacao da informagao para a comunidade cientifica internacional.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

RISCOS

Os riscos para os participantes da pesquisa sao minimos e serao basicamente decorrentes da tomada da
amostra de sangue que sera feita em veia periférica no antebracgo, por pessoas da equipe de pesquisa que
sao experientes nestes procedimentos. Como a equipe de pesquisa permanecera em campo durante o
tempo suficiente para a coleta das amostras, e se surgir alguma complicagao por este procedimento, este
podera ser tratado pelos membros da equipe.

BENEFICIOS

Os beneficios da pesquisa para a populagcao em forma direta, sera o tratamento imediato das pessoas
positivas na gota espessa na busca ativa no campo usando os esquemas terapéuticos preconizados pelo
Ministério da Saude. Ha uma série de beneficios futuros em caso de encontrar algum vinculo com
diversidade genética do Plasmodium sp. e resisténcia a drogas que podem servir comboio marcadores para
estas populagoes.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Vide item "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes".
Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Vide item "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes".
Recomendacoes:

Vide item "Conclus6es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes".
Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoées:

Trata-se de analise de resposta ao parecer pendente n° 2.638.600 emitido pela Conep em 08/05/2018":
Vide itens “1”; “4.3" e “6".

1. No documento Infomagcbes Basicas do projeto, documento intitulado
"PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_963675", item "Desenho", 1&-se: "Além destas amostras ja

coletadas (300), o projeto visa coletar novas amostras no periodo de 2018-2020
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(aproximadamente 200) de individuos infectados pelo Plasmodium sp.". Solicita-se esclarecer se as
amostras (ou dados) coletadas nos estudos anteriores serao utilizadas, novamente, para esse estudo. Caso
seja novamente utilizada, solicita-se a garantia de que as amostras (dados), s6 serao utilizadas apos
consentimento dos participantes dos estudos anteriores.

RESPOSTA: As amostras de estudos anteriores serao utilizadas novamente para este estudo. Iremos pedir
um reconsentimento aos participantes dos estudos anteriores através de TCLE especifico referente ao novo
projeto de pesquisa. O laboratério de Doengas Parasitarias trabalha na regiao do Médio Rio Negro ha mais
de 20 anos com projetos na area de malaria e possui um laboratério de expansao na cidade de Barcelos o
que nos possibilita de trabalhar mais tempo no campo. Os pesquisadores do Laboratério contam com a
ajuda de varios agentes de saude do municipio na busca ativa e passiva de pacientes. No caso das
amostras clinicas coletadas em estudos anteriores, teremos a ajuda destes agentes de saude pois algumas
areas sao de dificil acesso e nesta regiao ocorre grande mobilidade de pessoas.

ANALISE: PENDENCIA PARCIALMENTE ATENDIDA. Nao foi identificado nos documentos postados na
Plataforma Brasil o TCLE especifico para reconsentimento dos participantes do estudo em tela para
utilizagao de material biolégico coletado em estudos anteriores e também nao foi verificado nos Termos de
consentimento livre e esclarecido e Termos de assentimento livre e esclarecido, apresentados em 15 de
marcgo de 2018, nenhuma informagao ao participante da pesquisa referente a utilizagao de material biolégico
coletado em estudos anteriores. Solicita-se a apresentagao do referido TCLE especifico ou revisao dos
documentos apresentados para inclusdo desta informagao aos participantes da pesquisa.

RESPOSTA: Ja foi feita a adequagao no TCLE para maiores de 18 anos, no TCLE dos responsaveis pelos
menores e nos Termos de assentimento. Vide os documentos:
TCLE_Vigilancia_genomica_Plasmodium_revisado_pos_parecer_da_conep_maiores_de_18_anos
TCLE_Vigilancia_genomica_Plasmodium_revisado_pos_parecer_da_conep_responsaveis_pelos_menores
T ermo _de _assentimento_Vigilanoc.ia
gendmica_do_Plasmodium_13_17_anos_revisado_pos_parecer_da_conep
Termo_de_assentimento_Vigilancia_genomica_do_Plasmodium_8_12_anos_revisado_pos_parecer_da_con
ep Sendo assim, os TCLEs e os Termos de assentimento da versao anterior,

foram excluidos da plataforma.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2. Solicita-se adequacgao deste protocolo na Plataforma Brasil, incluindo também a area tematica
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"Populagées Indigenas", conforme item 1X.4.1 da Resolugao CNS n° 466 de 2012. (Observacgao: para que
estes dados sejam aparentes na folha de rosto, faz-se necessario modificar o passo 2, "area de estudo", na
Plataforma Brasil e marcar as areas citadas).

RESPOSTA: Ja foi feita a inclusao de “populagées indigenas” na plataforma.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

3. Quanto as autorizagées, declaragoes e termos necessarios. Quando a legislagéo brasileira dispuser sobre
competéncia de 6rgdos governamentais, a exemplo da Fundagdo Nacional do indio — FUNAI que deve
autorizar a entrada em terra indigena, esta autorizagao deve ser obtida antes do inicio da pesquisa. Nao foi
apresentada a autorizacao da Presidéncia da FUNAI conforme estabelece a Instrugao Normativan°®0 01 /P
R E S /1 9 9 5 - FUNAI. Considerando-se que no documento intitulado
“resposta_as_pendencias_01_novembro_2017_projeto_vigilancia.pdf’, ha a informagao de que serao
recrutados participantes de pesquisa indigenas. Solicita-se a apresentagao da autorizagao da Presidéncia
da FUNAI para entrada em terra indigena ou a declaragao da pesquisadora de que esta sera obtida antes
do inicio da pesquisa, caso necessaria. Solicita-se a apresentacao da documentacao.

RESPOSTA: Foi anexado o documento da presidéncia da FUNAI autorizando o inicio da pesquisa, com o
nome: “Documento_autorizacao_FUNAI_vigilancia_genomica.pdf’.Da mesma forma foi acrescentada a
localidade indigena na area de estudo do projeto que foi reanexado com o
nome:“Projeto_vigilancia_e_diversidade_plasmodium_completo_revisado”. Da mesma forma, foi feita a
alteracao na plataforma brasil no passo 4 “detalhamento do estudo”. Sendo assim, o documento do projeto
anterior com o nome: “Projeto_vigilancia_e_diversidade_plasmodium_completo.pdf” foi excluido.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4. Quanto ao Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, intitulado
"TCLE_Vigilancia_genomica_Plasmodium", seguem as seguintes inadequacgédes:

4.1. Solicita-se que o TCLE seja direcionado apenas aos participantes maiores de 18 anos.

RESPOSTA: Foi anexado o TCLE para maiores de 18 anos com 0 nome
“TCLE_Vigilancia_genomica_Plasmodium_revisado_conep_maiores_de_18_anos” e excluido o arquivo de
TCLE anterior que possuia o nome: “TCLE_Vigilancia_genomica_Plasmodium.pdf”.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.
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4.1.1. Adicionalmente, solicita-se apresentar um TCLE especifico para os pais ou responsaveis pelos
participantes menores de idade, com as todas as informagdes presentes no TCLE principal.
RESPOSTA: Foi anexado TCLE especifico para os responsaveis pelos menores de idade com o nome:
“TCLE_Vigilancia_genomica_Plasmodium_revisado_conep_responsavel_menores” e excluido o arquivo de
TCLE anterior que possuia o nome: “TCLE_Vigilancia_genomica_Plasmodium.pdf”.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4.2. Solicita-se que seja informado no TCLE o volume total de sangue a ser retirado do participante de
pesquisa. Tendo em vista a existéncia de métodos analiticos que envolvem uso diminuto de amostras
sanguineas, solicita-se justificar os volumes propostos. Para melhor informar o participante de pesquisa,
além de informar a quantidade total de sangue que sera coletado, solicita-se que o volume total seja
acompanhado de outra unidade de medida que possa facilitar o entendimento, como "colher de cha", por
exemplo (Resolugdo CNS n° 466 de 2012, item 11.23).

RESPOSTA: Foi feita a mudancga solicitada: sera feita a retirada de 5mL de sangue, que é equivalente a 1
colher de cha, que é volume suficiente para a realizagao dos exames de diagnéstico de Plasmodium e
demais experimentos do projeto. Vide os arquivos:
“TCLE_Vigilancia_genomica_Plasmodium_revisado_conep_maiores_de_18_anos”
“TCLE_Vigilancia_genomica_Plasmodium_revisado_conep_responsavel_menores”.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4.3. Na primeira pagina, lé-se: "Barcelos € uma cidade muito pequena e nao ha meios de transporte
massivo. Por esse motivo ndo ha necessidade de nenhum tipo de ressarcimento econémico para que 0s
participantes de pesquisa se desloquem até o hospital. De outro lado, A MAIOR PARTE de pesquisa sera
baseada na busca ativa nos préoprios domicilios dos participantes."(Destaque nosso). Solicita-se a
reformulagdo do trecho, pois outros gastos podem estar associados a pesquisa. Conforme a Resolugao
CNS n° 466 de 2012 item 11.21 o ressarcimento é definido como: "compensac¢do material, exclusivamente de
despesas do participante e seus acompanhantes, quando necessario, tais como transporte e alimentagao".
Solicita-se adequacgao.

RESPOSTA: Os pesquisadores ficarao no hospital e postos de saude das localidades e os pacientes com
sintomas da malaria que forem procurar atendimento serao convidados a participarem da
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pesquisa. Foi acrescentado o seguinte trecho no TCLE: “Os pesquisadores realizarao a coleta do sangue de
pessoas com malaria que forem no hospital ou postos de saude para serem atendidos, entao o participante
nao precisara se deslocar até os pesquisadores; Por outro lado, parte da pesquisa sera baseada na busca
ativa nos proprios domicilios dos participantes, por estes motivos ndo ha necessidade de nenhum tipo de
ressarcimento econdémico para que os participantes da pesquisa se desloquem até o hospital, pois estes ja
estardo la sendo atendidos”.

Vide os arquivos:

“TCLE_Vigilancia_genomica_Plasmodium_revisado_conep_maiores_de_18_anos”
“TCLE_Vigilancia_genomica_Plasmodium_revisado_conep_responsavel_menores”.

ANALISE: PENDENCIA NAO ATENDIDA. Alguns participantes serao convidados a participar do estudo ao
procurarem por atendimento em unidades de saude local. Ao aceitarem participar do estudo, deverao
permanecer tempo adicional na unidade de saude para coleta de sangue e para responder ao questionario
especifico da pesquisa. Nestes casos, é possivel que seja necessario alimentagdao ou os participantes
tenham outros custos por permanecer um maior tempo na unidade de saude. Desta forma, o TCLE deve
assegurar de forma clara e afirmativa o ressarcimento de todos os gastos que o participante e seu(s)
acompanhante(s) terdo ao participar da pesquisa. Solicita-se adequacao.

RESPOSTA: Ja foi feita a adequagé@o no TCLE para maiores de 18 anos e no TCLE dos responsaveis pelos
m enor e s . Vide o s d ocumentos
TCLE_Vigilancia_genomica_Plasmodium_revisado_pos_parecer_da_conep_maiores_de_18_anos
TCLE_Vigilancia_genomica_Plasmodium_revisado_pos_parecer_da_conep_responsaveis_pelos_menores
Sendo assim, os TCLEs da versao anterior, foram excluidos da plataforma.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4.4. No TCLE, lé-se: “Todos os seus dados ou os dados do seu filho e também o material coletado serao
utilizados para esta pesquisa e uma parte do material ser4 armazenado, para se for necessario, utilizarmos
em estudos futuros”. As amostras biolégicas armazenadas podem ser utilizadas em pesquisas futuras,
desde que previamente aprovadas pelo Sistema CEP/Conep. Sendo assim, solicita-se descrever NESSE
ITEM do TCLE que a cada nova pesquisa realizada pelo patrocinador ou por PESQUISADORES
INDEPENDENTES esta condicionada a: (a) apresentagao de novo projeto de pesquisa para ser analisado e
aprovado pelo Sistema CEP/Conep e (b) reconsentimento do participante de pesquisa por meio de um
TCLE especifico referente ao novo projeto de pesquisa (ou, quando devidamente justificado, a obtencao de
aprovacgao da dispensa do
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Termo pelo Comité). Ressalta-se ainda que, se houver intencao de pesquisa futura com o material biolégico,
essa informagao devera constar claramente do TCLE (Resolugao CNS n° 441 de 2011, item 6; Portaria MS
n°

2.201 de 2011, capitulo IV, sec¢éo ll, artigos 17°, 18° e 22° e capitulo Il, artigo 5°).

RESPOSTA: Este trecho sugerido foi adicionado no novo TCLE.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4.5. No TCLE, lé-se: “Vocé ou seu filho podem sentir uma pequena dor no momento de coletar o exame de
sangue e as vezes pode ficar um pouco roxo no local da coleta. Os pesquisadores cuidardo para que nao
existam problemas maiores nestes casos”. Solicita-se informar o participante de pesquisa sobre as
providéncias e cautelas que serao empregadas para evitar e/ou reduzir danos ou riscos, garantindo que
danos previsiveis sejam evitados (Resolugdo CNS n° 466 de 2012, itens IV.3.b e IV.3.c).

RESPOSTA: Ja foi adequado ao novo TCLE.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4.6. No TCLE, lé-se: “Nao esta previsto nenhum tipo de indenizagéo por participar da pesquisa”. Solicita-se
inserir no TCLE a explicitagao acerca do direito de buscar indenizagao diante de eventuais danos
decorrentes da pesquisa (Resolugao CNS n°® 466 de 2012, item IV.3.h).

RESPOSTA: Ja foi adequado ao novo TCLE de acordo Resolugéo CNS n° 466 de 2012, item IV.3.h.
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA..

4.7. Solicitam-se esclarecimentos quanto ao destino das amostras biolégicas ao final das analises (exames)
realizadas no estudo, isto é, se as amostras serao ou nao destruidas. Caso as amostras sejam
armazenadas para andlises futuras, solicita-se adequar a documentagao inserida na Plataforma Brasil a
Resolugao CNS n° 441 de 2011 e a Portaria MS n° 2.201 de 2011.

RESPOSTA: As amostras serao armazenadas para analises futuras, adequamos a documentagao fazendo
as alteragdes necessarias no TCLE; o regulamento do biorrepositorio ja constava na Plataforma, com o
nome: “Regulamento_Biorrepositorio_2017_proj eto_vigilancia.pdf”. Abaixo segue justificativa:
Justificativa para armazenagem das amostras de DNA: O laboratério de Doencas Parasitarias trabalha na
regiao do Médio Rio Negro com projetos de mestrado e doutorado estudando a malaria. Muitos projetos na
area de Genética sao feitos com a mesma populagédo e uma vez
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coletado o sangue e feita a extracao de DNA gendmico, o material genético pode ser usado em varios
projetos sem a necessidade de nova coleta de sangue. Isso sera realizado mediante o acordo do individuo
no TCLE. Além disso, alguns experimentos sao repetidos varias vezes para confirmagao dos resultados com
novas técnicas de diagnostico.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4.8. Solicita-se que seja expresso de forma clara e objetiva no TCLE que o pesquisador e o patrocinador
NAO irdo onerar os planos de saide, o SUS, ou o préprio participante da pesquisa, responsabilizando-se
por todos os gastos relativos aos cuidados de rotina (exames e procedimentos) necessarios ap6s assinatura
do consentimento livre esclarecido (Resolugao n° 466 de 2012, item 111.2.0).

RESPOSTA: Ja foi adequado no TCLE de acordo com a resolugéo 466 de 2012.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4.9. O TCLE nao apresenta a numeragao nas paginas. Com o objetivo de garantir a integridade do
documento, solicita-se que sejam inseridos os nimeros de cada pagina, bem com a quantidade total delas,
como por exemplo: "1 de 3" e assim sucessivamente até a pagina "3 de 3".

RESPOSTA: Ja foi inserida a numeracgao de paginas.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4.10. Na pagina 01, do segundo paragrafo do TCLE |é-se: “Vamos |he fazer algumas perguntas”. E
necessario que o pesquisador esclarega em linguagem clara e acessiveis quais informagdes serao
coletadas, local e duragao, bem como, apresente o documento para coleta destas informagées para analise
ética.

RESPOSTA: Ja foi feita a mudanca e inserimos um questionario individual que devera ser preenchido pelo
pesquisador durante a entrevista.

Vide documento: Questionario_vigilancia_genomica”.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4.11. O TCLE deve trazer em linguagem simples o que representa um CEP. Ressalta-se que quando o
estudo envolver analise ética da Conep, essa recomendacgao deve ser estendida a esta Comissao, bem
como é necessario a apresentacao dos meios de contato com a mesma. Solicita-se adequagao.
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RESPOSTA: Ja foi feita a adequacgao no TCLE.
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4.12. Considerando a protecao do participante de pesquisa, a localidade de desenvolvimento do estudo,
bem como os contatos fornecidos para os participantes de pesquisa no TCLE, solicita-se que seja
disponibilizado também neste documento (TCLE) o contato de um CEP mais proximo dos participantes da
pesquisa. Para tanto, o pesquisador deve contatar os CEPs da regidao na qual sera desenvolvido o estudo
(Amazonas) e obter um compromisso de colaboragao de um CEP, de preferéncia o mais préximo da
localidade de desenvolvimento do estudo, no sentido de que este comité seja a referéncia para eventual
necessidade de contato do participante de pesquisa.

RESPOSTA: Ja entramos em contato com o CEP da Fundagcao de Medicina Tropical de Manaus
CEP/FMTHDV que esta de acordo". Vide documento: “Colaboracao_com_o_CEP_FMT".
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

5. Quanto aos Termos de Assentimento Livre e Esclarecido, seguem as seguintes inadequacgoes:

5.1. Solicita-se substituir o termo "copia" por "via", em todos os documentos, e descrever no TALE que este
devera ser assinado em duas VIAS, ficando uma retida com o pesquisador responsavel/pessoa por ele
delegado e a outra com o participante de pesquisa/responsavel legal (Resolugdo CNS n°® 466 de 2012, item
IV.5.d).

RESPOSTA: Ja foi feita a mudancga. Vide os documentos:
“Termo_de_assentimento_Vigilancia_genomica_do_Plasmodium_8_12_anos_revisado_conep”;“Termo_de_
assentimento_Vigilancia_genomica_do_Plasmodium_13_17_anos_revisado_conep”. Sendo assim, os
termos de assentimento da versao anterior, foram excluidos da plataforma.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

5.2. Nenhum dos documentos apresenta a numeragao nas paginas. Com o objetivo de garantir a integridade
do documento, solicita-se que sejam inseridos os nimeros de cada pagina, bem com a quantidade total
delas, como por exemplo: "1 de 3" e assim sucessivamente até a pagina "3 de 3".

RESPOSTA: Ja foi inserida numeracgao de paginas.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.
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5.3. Solicita-se que o termo "rabisco" seja devidamente explicado aos participantes para que entendam que
se trata de uma rubrica.

RESPOSTA: Esse termo de assentimento (3-7 anos) foi retirado da plataforma de acordo com parecer 5.5
abaixo.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

5.4. Foram anexados na PB quatro(4) termos de assentimento
(Termo_de_assentimento_Vigilancia_genomica_do_Plasmodium.pdf,
Termo_de_assentimento_Vigilancia_genomica_do_Plasmodium_3_7_anos_revisado,
Termo_de_assentimento_Vigilancia_genomica_do_Plasmodium_8_12_anos_revisado e
Termo_de_assentimento_Vigilancia_genomica_do_Plasmodium_13_17_anos_revisado). Solicita-se que
opesquisador esclaregca a que populacdao se destina o documento intitulado
“Termo_de_assentimento_Vigilancia_genomica_do_Plasmodium.pdf”.

RESPOSTA: Este termo de assentimento foi o primeiro a ser anexado na plataforma, mas apés o parecer do
CEP ele foi modificado por faixa etaria e ndo sera mais utilizado e foi excluido da plataforma Brasil.
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

5.5. Considerando-se a maturacédo das criangcas de 3 e 7 anos, e a pouca capacidade dessas de
compreensao, interpretagao de texto e capacidade de escolhas auténomas, a aplicagao do “Termo de
Assentimento de 3 a 7 anos” nao é necessaria. Dessa forma, solicita-se que o pesquisador ndo realize a
aplicagcao deste documento a esta faixa etaria. Portanto, solicita-se a remogao deste Termo de Assentimento
(Termo_de_assentimento_Vigilancia_genomica_do_Plasmodium_3_7_anos_revisado) da Plataforma Brasil.
RESPOSTA: Esse termo de assentimento foi excluido da plataforma.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

NOVA PENDENCIA A PARTIR DA RESPOSTA AO PARECER N° 2.494.950:
6. Quanto ao novo Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, para melhor esclarecer o participante da

pesquisa, solicita-se incluir as informagées relacionadas ao depoésito, armazenamento e utilizagao do
material biolégico humano (Resolugao CNS n° 441 de 2011, item
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2.1).

QB

mo

RESPOSTA: Ja foi feita a adequagao no TCLE para maiores de 18 anos e no TCLE dos responsaveis pelos

menores. Vide os documentos:

TCLE_Vigilancia_genomica_Plasmodium_revisado_pos_parecer_da_conep_maiores_de_18_anos

TCLE_Vigilancia_genomica_Plasmodium_revisado_pos_parecer_da_conep_responsaveis_pelos_menores.

Sendo assim, os TCLEs da versao anterior, foram excluidos da plataforma.
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

Consideracoes Finais a critério da CONEP:
Diante do exposto, a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa - Conep, de acordo com as atribuicdes

definidas na Resolugao CNS n° 466 de 2012 e na Norma Operacional n° 001 de 2013 do CNS, manifesta-se

pela aprovagao do projeto de pesquisa proposto.

Situagao: Protocolo aprovado.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagcao
Informagées Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 14/06/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 963675.pdf 12:03:52
TCLE / Termos de | Termo_de_assentimento_Vigilancia_gen| 14/06/2018 |simone da silva Aceito
Assentimento / omica_do_Plasmodium_13_17_anos_re 12:03:08 |santos
Justificativa de visado_pos_parecer_da_conep.pdf
Auséncia
Declaragao de Resposta_parecer_conep_junho_2018_| 14/06/2018 |simone da silva Aceito
Pesquisadores projeto_vigilancia_genomica_alteracoes 12:01:17 |santos

destacadas no_texto.pdf
TCLE / Termos de | Termo_de_assentimento_Vigilancia_gen| 14/06/2018 |simone da silva Aceito
Assentimento / omica_do_Plasmodium_8_12_anos_revi| 12:01:07 |santos
Justificativa de sado_pos_parecer_da_conep.pdf
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLE_Vigilancia_genomica_Plasmodiu | 14/06/2018 |simone da silva Aceito
Assentimento / m_revisado_pos_parecer_da_conep_res| 12:00:48 |santos
Justificativa de ponsaveis_pelos_menores.pdf
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLE_Vigilancia_genomica_Plasmodiu | 14/06/2018 |simone da silva Aceito
Assentimento / m_revisado_pos_parecer_da_conep_ma] 12:00:35 [santos
Justificativa de iores_de_18_anos.pdf
Auséncia
Enderegco: SRNTV 701, Via W 5 Norte - Edificio PO 700, 3° andar
Bairro: Asa Norte CEP: 70.719-049
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3315-5877 E-mail: conep@saude.gov.br
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Rerani ™

Declaragao de Resposta_parecer_conep_junho_2018_| 05/06/2018 |simone da silva Aceito
Pesquisadores projeto_vigilancia_genomica.pdf 11:58:11 |santos
Folha de Rosto Folha_de_rosto_projeto_vigilancia_geno| 05/06/2018 |simone da silva Aceito

mica.pdf 11:54:39 |santos
Declaragao de Resposta_parecer_CONEP_vigilancia_g| 15/03/2018 |simone da silva Aceito
Pesquisadores enomica.pdf 11:55:12 |santos
Projeto Detalhado / | Questionario_vigilancia_genomica.pdf 15/03/2018 |simone da silva Aceito
Brochura 11:52:38 |santos
Investigador
Projeto Detalhado / | Projeto_vigilancia_e_diversidade_plasm | 15/03/2018 |simone da silva Aceito
Brochura odium_completo_revisado_CONEP.pdf 11:52:20 |santos
Investigador
Declaragao de Documento_autorizacao_FUNAI_vigilan | 15/03/2018 |simone da silva Aceito
Pesquisadores cia_genomica.pdf 11:52:08 |santos
Declaragao de Colaboracao_com_o_CEP_FMT.pdf 15/03/2018 |simone da silva Aceito
Pesquisadores 11:51:24 |santos
Parecer Anterior resposta_as_pendencias_01_novembro | 01/11/2017 |simone da silva Aceito

2017_projeto_vigilancia.pdf 15:25:49 |santos

Declaragao de Carta_taane_colaboracao_internacional [ 01/11/2017 |simone da silva Aceito
Pesquisadores traduzida_projeto_vigilancia.pdf 15:25:26 | santos
Declaragao de carta_colaboracao_internacional_susy_t| 01/11/2017 |simone da silva Aceito
Pesquisadores raduzida projeto_vigilancia.pdf 15:25:00 |santos
Declaragao de carta_colaboracao_internacional_Berrim| 01/11/2017 |simone da silva Aceito
Pesquisadores an_traduzida_projeto_vigilancia.pdf 15:23:18 |santos
Declaragao de Regulamento_Biorrepositorio_2017_proj| 01/11/2017 |simone da silva Aceito
Manuseio Material |eto_vigilancia.pdf 15:23:01 |santos
Bioldgico /
Biorepositério /
Biobanco
Declaragao de Termo_de_responsabilidade_do_coorde| 27/07/2017 |simone da silva Aceito
Pesquisadores nador_Simone_Santos_projeto_vigilanci 16:15:49 |santos

a_genomica.pdf
Declaragao de termo_de_confidencialidade_Simone_S | 27/07/2017 |simone da silva Aceito
Pesquisadores antos_projeto_vigilAncia_genOmica.pdf 16:15:38 |santos
Declaragao de Termo_de_confidencialidade_Monica_P | 27/07/2017 |simone da silva Aceito
Pesquisadores alma_projeto_vigilancia_genomica.pdf 16:14:58 |santos
Declaragao de termo_de_confidencialidade_Martha_Mu| 27/07/2017 |simone da silva Aceito
Pesquisadores tis_projeto_vigilancia_genomica.pdf 16:14:43 |santos
Declaragao de termo_confidencialidade_Jessica_Sousa| 27/07/2017 |simone da silva Aceito
Pesquisadores vigilancia_genomica.pdf 16:14:25 |santos
Declaragao de termo_confidencialidade_Taane_vigilanc| 27/07/2017 |simone da silva Aceito
Pesquisadores ia_genomica.pdf 16:12:49 |santos
Declaragao de termo_confidencialidade_susana_vigi 27/07/2017 |simone da silva Aceito
Enderego: SRNTV 701, Via W 5 Norte - Edificio PO 700, 3° andar
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UF: DF Municipio: BRASILIA
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Reronl

Pesquisadores lancia_genomica.pdf 16:12:39 |santos Aceito
Declaragao de termo_confidencialidade_Matt_Berriman| 27/07/2017 |simone da silva Aceito
Pesquisadores vigilancia_genomica.pdf 16:12:24 |santos
Outros Oficio_carta_Laene_Gadelha_vigilancia | 27/07/2017 |simone da silva Aceito
_genomica_Secretaria_de_Saude_de_B| 16:10:27 |santos
arcelos.pdf
Declaragao de Faculty_letter_of_support_Susana_Cam| 27/07/2017 |simone da silva Aceito
Pesquisadores pino_Projeto_vigilancia_genomica.pdf 16:09:36 |santos
Recurso Anexado Berriman_Letter_of_Support_Projto_Vigi| 27/07/2017 |simone da silva Aceito
pelo Pesquisador IAncia_genomica.pdf 16:09:22 |santos
Declaragao de letter_of_support_Simone_Santos_Taan| 27/07/2017 |simone da silva Aceito
Pesquisadores e_Clark_Projeto_Vigilancia_genomica.p 16:08:09 |santos
df
Declaragao de Justificativa_para_o_envio_das_amostral| 27/07/2017 |simone da silva Aceito
Pesquisadores s_de_DNA_para_London_School.pdf 16:07:57 |santos
Outros AUTO_VIGILANCIA_GENOMICA_CON | 27/07/2017 |simone da silva Aceito
SELHO_DISTRITAL_DE_SAUDE.pdf 16:06:46 | santos
Outros AUTO_SECRETARIA_DE_SAUDE_VIG| 27/07/2017 |simone da silva Aceito
ILANCIA_GENOMICA_ATALAIA_DO_N 16:06:07 |santos
ORTE.pdf
Outros AUTO_DSEI_VIGELANCIA_GENOMIC | 27/07/2017 |simone da silva Aceito
A_Atalaia_do_Norte.pdf 16:05:16 | santos
Situacao do Parecer:
Aprovado
BRASILIA, 25 de Junho de 2018
Assinado por:
Jorge Alves de Almeida Venancio
(Coordenador)
Endereco: SRNTV 701, Via W 5 Norte - Edificio PO 700, 3° andar
Bairro: Asa Norte CEP: 70.719-049
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3315-5877 E-mail: conep@saude.gov.br
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	O exon 2 do gene pfhrp3 não foi amplificado em 41,46% das amostras avaliadas em Barcelos, no entanto, no Peru, não foi amplificado em 70% dos isolados avaliados (GAMBOA et al. 2010). RACHID VIANA et al. (2017) encontraram prevalências de parasitos pfhrp3-negativos elevadas no Acre (38%), Para (18,3% %), Rondonia e Bolivia (68%) dentre as amostras avaliadas.
	Poucos estudos na América do Sul e no Sudeste Asiático observaram alta prevalência de parasitos com os genes pfhrp2 deletado e pfhrp3 presente quando comparados com outras formas de mutação: pfhrp2+/ pfhrp3- e pfhrp2-/ pfhrp3- (ABDALLAH et al., 2015; BESHIR et al., 2017). Na Região Amazônica a prevalência de parasitos sem delecão de pfhpr3 é maior do que aqueles com deleção de pfhrp2 (GAMBOA et al., 2010; RACHID VIANA et al. 2017). Sugere-se que, nessa região, parasitos sem pfhrp3 podem estar presentes há mais tempo do que aqueles sem pfhrp2 e que parasitos pfhrp3 deletados tenham passado por um cruzamento genético com parasitos sem pfhrp2 e produzido uma progênie sem os dois genes (GAMBOA et al., 2010; AKINYI et al., 2013).
	Em Barcelos, no entanto, foi encontrada uma prevalência alta de parasitos com deleção de pfhrp2 e pfhrp3 não deletado (pfhrp2-/pfhrp3+; 34,15%), além de com deleção de pfhrp3 e pfhrp2 não deletado (pfhrp2+/pfhrp3-; 23,17%) e parasitos com dupla deleção (pfhrp2- / pfhrp3-; 18,29%).
	Uma meta-análise sugere que a distribuição de deleções pfhrp3 está associada a áreas de transmissão de intensidade relativamente baixa, mesmo no Continente Africano, onde a deleção de pfhrp3 isolada não é comum (SEPÚLVEDA et al., 2018). Em estudo de campo na Nigéria, o genótipo pfhrp2+ / pfhrp3- não foi documentado, enquanto o gene pfhrp2 estava ausente em 17% das amostras, sendo 6% de amostras totais com dupla deleção (FUNWEI et al, 2019). Na Tanzânia, de 137 amostras coletadas, 2,1% apresentaram deleção exclusiva de pfhrp2 (pfhrp2-/ pfhrp3+) e 1,4% tiveram dupla deleção (pfhrp2-/ pfhrp3-), nehuma amostra apresentou deleção exclusiva de pfhrp3. Em Uganda, de 194 amostras coletadas, 3,6% tiveram deleção de pfhrp2 (pfhrp2-/ pfhrp3+) e 1,0% apresentou dupla deleção (pfhrp2-/ pfhrp3-) e nenhuma amostra foi negativa para pfhrp3 e positiva para pfhrp2 (THOMSON et al., 2019). Isolados com predominância de deleção de pfhrp2 foram relatadas em estudos na Índia (BHARTI et al., 2016; PATI et al., 2018) e no Suriname (OKOTH et al., 2015). Em um total de 58 amostras negativas para RDT  baseado em HRP2 coletadas em Odisha, India, 38 (65,5%) amostras tiveram o exon 2 do gene pfhrp2 não detectado, enquanto 24 (41,4) tiveram o exon 2 do gene pfhrp3 negativo, incluindo 17 amostras com dupla deleção (PATI et al., 2018). Possivelmente há uma melhor adaptação dos parasitos pfhrp3-positivos no hospedeiro (SEPÚLVEDA et al., 2018).. Números reduzidos de deleções de pfhrp3 são encontradas em países africanos onde a intensidade da transmissão do P. falciparum  da malária é maior do que em outros lugares. No Brasil onde as áreas de transmissão de malária são consideradas baixa, a alta prevalência de deleção de pfhrp3 pode ser mantida.
	As populações de ambientes de alta transmissão são susceptíveis de eliminar os parasitos pfhrp3-negativos da circulação por cruzamento genético no mesmo hospedeiro (SEPÚLVEDA et al., 2018). Em cruzamentos experimentais dos isolados 3D7 (pfhrp2+ / pfhrp3+) x HB3 (pfhrp2+ / pfhrp3-) e HB3 (pfhrp2+ / pfhrp3-) x DD2 (pfhrp2- / pfhrp3+), houve uma frequência menor de deleção do gene pfhrp3 na respectiva progênie do que a esperada pela segregação Mendeliana (MURRAY et al., 2017; SEPÚLVEDA et al., 2018). Já foi aventada a hipótese de que os parasitos portadores do gene pfhrp3 têm uma vantagem competitiva nas condições de laboratório e no hospedeiro chimpanzé utilizado nos cruzamentos genéticos (WELLENS et al., 1987).
	A discrepância na prevalência genotípica de parasitos mutantes (pfhrp2-/ pfhrp3+; pfhrp2+/ pfhrp3-; pfhrp2-/ pfhrp3-) em diferentes regiões endêmicas pode ser devido à emergência específica de determinado isolado no local, da seleção de uma variante de deleção em particular, da intensidade de transmissão, da taxa de cruzamento genético e de seu potencial de disseminação geográfica por regiões vizinhas ou mesmo distantes através de viajantes (PATI et al., 2018; SEPÚLVEDA et al., 2018). BALDEVIANO et al. (2015) realizaram uma investigação molecular e epidemiológica de isolados de P. falciparum de um surto da doença entre 2010-2012, em Tumbes, na costa norte do Peru, onde nao ocorriam casos de malária por P. falciparum desde 2006. A tipagem de microssatélites mostrou um genótipo idêntico em todos os 54 isolados estudados e também era idêntico ao dos parasitas isolados em 2010 na região de Loreto, na Amazônia Peruana. O sequenciamento de DNA revelou mutações fortemente associadas à deleção do gene pfhrp2. BERHANE et al. (2018) encontraram na Eritréia alta prevalência de parasitos pfhrp2-deletados; esses parasitos eram geneticamente menos diversos que os parasitos nao deletados e formavam dois grupos sem relações próximas com os parasitos do Peru, indicando que provavelmente esses isolados surgiram de forma independente.
	Em recente recomendação, a OMS indica as áreas em que devem ser priorizada a vigilância de deleções dos genes pfhrp2 / 3 : (1) áreas com identificação de discordância entre RDT baseados na detecçao de HRP2 e resultados de microscopia relatadas, (2) com resultados não representativos ou relatos esporádicos de exclusões de pfhrp2 / 3 no país, e (3) áreas vizinhas de uma localidade onde exclusões de pfhrp2 / 3 frequentes foram identificadas (WHO, 2020). Populações de P. falciparum com deleções de pfhrp2 e pfhrp3 estão presentes na Amazônia peruana e brasileira, particularmente no Estado do Acre, Pará e Amazonas (GAMBOA et al., 2010; RACHID VIANA et al., 2017; WHO, 2020). Portanto, é indispensável avaliar a prevalência de parasitos com estas deleções de genes em outras regiões brasileiras, como o município de Barcelos, onde TDRs são utilizados. O estudo atual relata um cenário importante de deleções dos genes pfhrp2 / pfhrp3 no município, onde a exclusão do exon 2 do gene pfhrp2 foi observada em 52,44% das amostra, em  contraste em 24,39% das amostras houve a amplificação do exon 2 de ambos os genes (pfhrp2+ / pfhrp3+) dentre as amostras avaliadas. Segundo a OMS, quando a prevalência de deleções dos genes pfhrp2 é superior a 5%, o RDT baseado em HRP2 deve ser revisto como método de triagem para o diagnóstico de malária. Se a prevalência for menor a 5%, a recomendação é planejar a mudança em um período de tempo mais longo (WHO, 2016, WHO, 2020).
	A chance de um indivíduo assintomático ter uma dupla deleção foi  maior que entre os indivíduos com malária clínica (3,64 vezes); essa associação não foi observada na deleção isolada de um dos dois genes estudados. Os antígenos HRP2 e HRP3 são homólogos estruturais (BAKER et al., 2005; BHARTI et al., 2016) e os genes pfhrp2 e pfhrp3 provavelmente são derivados de um gene ancestral comum, sendo assim, possivelmente um pode compensar a função do outro (ROCK et al., 1987). O que poderia explicar porque houve diferença na clínica entre os participantes com dupla deleção e não entre os indivíduos infectados por parasitos com deleção única. A associação encontrada está de acordo com estudo realizado na República Democrática do Congo que procurou explorar diferenças clínicas entre crianças infectadas com plasmódio com deleção de pfhrp2 e sem deleção. Nesse estudo, foram observadas densidades mais baixas de parasitos pela PCR em tempo real, menor proporção de positividade para microscopia e menos febre entre indivíduos infectados por plasmódios pfhrp2 deletados, embora sem conclusões significativas pelos dados clínicos limitados (PARR et al., 2017).
	Neste estudo foi encontrado um alto percentual de deleção dos genes pfhrp2 (52,44%) e pfhrp3 (41,46) em amostras clínicas de indivíduos do município de Barcelos, estado do Amazonas. As características das deleções encontradas são correspondentes com estudos de campo em países de alta transmissão como em países da África Subsaariana, com frequência relevante do genótipo pfhrp2 - / pfhrp3+ em comparação com outros estudos na América do Sul. A discrepância na prevalência genotípica de parasitos mutantes pode ser devida à emergência específica de um determinado isolado no local e da seleção de uma variante de deleção em particular. Os fragmentos obtidos foram mais variáveis para o gene pfhrp2 que para o gene pfhrp3, em concordância com o descrito na literatura.
	Nosso estudo pode ser incluso em uma análise mais abrangente de prevalência de deleções dos genes pfhrp2 e pfhrp3, visto que foi realizado com amostras coletadas em serviço público de saúde em área endêmica para malária por P. falciparum, com participantes sintomáticos inclusos. É importante realizar novas pesquisas de acompanhamento para monitorar a prevalência dos parasitos deletados, conforme preconizado pela OMS.
	A inclusão de mais etapas no método de investigação de exclusões como cálculo da parasitemia de cada amostra, amplificação do exon 1 e do íntron de cada gene, amplificação dos genes flanqueadores, testagem com RDT baseado em HRP2 e com RDT de outro antígeno ou ELISA promoverá maior robustez aos resultados encontrados.
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