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RESUMO

Na Amazoénia legal, o estado do Amazonas registrou 180.290 casos de maléaria no
ano de 2006, fato que acarreta em grande impacto econdmico e social para a regiao.
O diagndstico é tradicionalmente realizado pela técnica da gota espessa (G.E.), no
entanto fatores como a reducdo de sensibilidade em baixas parasitemias e
dificuldade no diagndstico de infecgbes mistas justificam a adog¢do de metodologias
com maior sensibilidade e especificidade. Através da técnica de reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) esses objetivos podem ser alcangados, no entanto, o elevado
custo ainda é um fator que impede sua utilizagdo como rotina nas diferentes regides
endémicas. Alternativamente, para monitoramento da resposta terapéutica,
identificacdo de infeccbes mistas e estudos de genotipagem, esta técnica ja é
implementada. Este trabalho teve por objetivo a caracterizacdo molecular de
isolados de Plasmodium falciparum e P. vivax de 12 localidades endémicas do
estado do Amazonas: Manaus, Careiro, Borba, Autazes, Itacoatira, Presidente
Figueiredo, Barcelos, Sdo Gabriel da Cachoeira, Coari, Tefé, Guajara e Humaita. As
amostras foram obtidas segundo diagnéstico da G.E. no entanto foi feito o estudo de
infeccdes mistas, ndo detectadas, através de PCR, e adicionalmente foi padronizada
metodologia em tempo real para agilizar e dar maior confiabilidade aos diagnosticos
de amostras utilizadas em estudos desenvolvidos pela geréncia de malaria da
Fundacdo de Medicina Tropical do Amazonas (FMTAM). Os genes utilizados para
caracterizacdo do P. falciparum foram o pfcrt e pfatp6, e para o estudo de P. vivax
utilizou-se o gene pvmdr. Como metodologia adotou-se 0 sequenciamento
automatico e a genotipagem utilizando sondas em sistema de PCR em Tempo Real.
Todas as amostras de P. falciparum analisadas para o gene pfcrt demonstraram
perfil genético semelhante a cepa 7G8, que contem a mutacdo K76T, comprovando
o fendtipo resistente observado em estudos anteriores. Para o gene pfatp6 foram
descritos 3 haplétipos distintos, com mutacfes identificadas nas posi¢cdes 1204,
1888 e 2694. A analise do gene mdr de P. vivax identificou muta¢cdes nos codons
976 e 1076 em 11 amostras de um total de 100 analisadas, distribuidas entre os
municipios de Autazes, Coari, Manaus e Tefé. A identificacdo do perfil genético de
populacdes de Plasmodium circulantes na Amazoénia é uma importante ferramenta
para o entendimento da dinamica de transmissdo da malaria e para o constante
monitoramento das a¢des de controle da doenca.

Palavras chaves: Plasmodium, Amazoénia, pfcrt, pfatp6, pvmdr, resisténcia.



ABSTRACT

In the legal Amazon, the Amazon state registered 180.290 malaria cases in 2006,
that fact carries in huge economic and social impact for the region. The diagnosis is
traditionally performed by the method of the giemsa stained thick blood smear,
however low-level parasitemias and mixed infections are frequently not detected.
These disadvantages justify the use of more sensitive and specific methodologies as
the Polimerase Chain Reaction (PCR). The elevated cost of this method is one of the
factors that prevent your utilization as routine in the different endemic regions. The
PCR method is a technic that has been already implemented alternatively for drug
monitoring, detections of mixed infections and genotyping studies. The present work
had for goal the molecular characterization of Plasmodium falciparum and P. vivax
field isolates of 12 endemic areas in Amazon state: Manaus, Careiro, Borba,
Autazes, Itacoatira, Presidente Figueiredo, Barcelos, Sdo da Cachoeira, Coari, Tefé,
Guajara and Humaita. The samples were obtained by microscopy diagnosis and the
study of mixed infections was done through nested-PCR. Additionally was
standardized methodology in real time to hasten and to give more reliability to the
samples diagnosis used in studies developed by the malaria management of the
Fundacdo de Medicina Tropical do Amazonas (FMTAM). The genes used to P.
falciparum’s characterization were pfcrt and pfatp6, and for P. vivax was used the
gene pvmdr, using the automatic sequencing and for genotiping assays using Real
Time probes detection. All P. falciparum samples analyzed for the gene pfcrt
demonstrated similar genetic profile to 7G8 strain control, which has the mutation
K76T, proving the resistant phenotype observed in previous studies. For the gene
pfatp6 were described 3 distinct haplotypes, with mutations identified in the positions
1204, 1888 and 2694. The analysis of the gene pvmdr in P. vivax identified mutations
in codons 976 and 1076 in 11 samples of 100 total analyzed, distributed among four
areas, Autazes, Coari, Manaus and Tefé. The identification of Plasmodium
population”s genetic profile circulating in Amazon region is an important tool to
understand the transmission dynamics of malaria and essential for constant
monitoring the disease control actions.
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INTRODUCAO

ASPECTOS HISTORICOS

O homem convive com a malaria desde a antiguidade, relatos de esplenomegalia
e febre sdo observados em papiros egipcios antigos e textos médicos escritos ha
mais de 2.000 anos. Nas Américas nao ha registros de maléria anteriores a chegada
dos exploradores Europeus, conquistadores e colonizadores, portanto a hipétese
para chegada das espécies P. vivax e P. malarie data a época pés-Colombo, com a
posterior introducdo de P. falciparum durante a importacdo de escravos africanos

(BRUCE-CHWATT, 1988 apud SHERMAN, 1998).

Andlises genéticas de distintas regides do genoma do Plasmodium tentam
identificar a origem do ancestral comum para este parasita e a partir dai sua
disseminagéo pelo mundo. As estimativas podem ser discordantes, dependendo das
sequencias de DNA utilizadas para a analise (HARTL, 2004). Através do estudo do
10 diferentes genes, dentre eles dhps, mdrl, G6PD, em amostras de P. falciparum
de diferentes regibes geograficas, acredita-se ter havido uma rapida e recente
expansao desse parasita (RICH et al., 1998). A analise do DNA mitocondrial de P.
falciparum de diferentes regides do globo sugere uma recente expansao africana

desse parasita ha, aproximadamente, 10.000 anos (JOY et al.,2003).

A descoberta do agente etiolégico da malaria ocorreu em 1880, por Louis
Alphonse Laveran (1845-1922), enquanto examinava, ao microscopio, uma lamina

com gotas de sangue de um soldado que sofria de febre intermitente, onde
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presenciou o processo de formac&o de microgametas, denominado de exflagelacéo.
Em 1897, Ronald Ross demonstrou, definitivamente, a transmissdo da malaria
aviaria através de vetores: mosquitos do género Anopheles, e descreveu o ciclo
biolégico desenvolvido no interior do mosquito. Ross propds a hipotese de
transmissdo da malaria humana de maneira idéntica a descrita para aves, mas
coube a Grassi, em 1898, a descricdo da transmissdo da malaria humana,
identificacdo do vetor, Anopheles claviger (A. maculipennis), e descricdo do ciclo

biolégico no interior do mosquito (SHERMAN, 1998).

VETOR

O mosquito vetor da malaria humana pertence ao género Anopheles (classe
Insecta, ordem Diptera, familia Culicidae). Apenas as fémeas do mosquito
Anopheles sdo hemat6fagas devido a necessidade de nutrientes para maturacdo

dos ovos.

No Brasil existem 54 espécies de Anopheles e é possivel encontrar 33 dessas
espécies na regido Amazébnica, sendo o Anopheles darlingi a espécie de maior
prevaléncia e conseqgientemente maior importancia epidemioldgica em todo territério
nacional, devido a elevada antropofilia (TADEI et al., 1998). O A. darlingi é capaz de
manter a endemia malérica, mesmo em baixa densidade, devido a alta eficiéncia na
transmissdo do P. vivax e P. falciparum, no entanto também é possivel encontrar
outras espécies como 0 A. nuneztovari e A. triannulatus infectadas por espécies de

Plasmodium (TADEI et al., 2000).
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AGENTE ETIOLOGICO — GENERO Plasmodium

Os parasitas da malaria estéo classificados no filo Protozoa, subfilo Apicomplexa,
classe Sporozoea, familia Plasmodeidae, género Plasmodium, dos quais quatro
espécies sdo capazes de parasitar o homem: Plasmodium malariae (LAVERAN,
1881; GRASSI e FELETTI, 1890), Plasmodium vivax (GRASSI e FELETTI, 1890;
LABBE, 1899) Plasmodium falciparum (WELCH, 1897; SCHAUDINN, 1902) e

Plasmodium ovale (STEPHENS, 1922).

Das quatro principais espécies encontradas parasitando o homem, o Plasmodium
vivax € o de maior prevaléncia e menor mortalidade. Estima-se um total de 80
milhdes de casos anualmente no mundo, 20% ocorrem na Africa sub-sahara e 15%

nas Américas Central e Sul (MENDIS et al., 2001).

Séo atribuidos ao Plasmodium falciparum os casos de malaria severa, com
complicacbes clinicas, possivelmente, fatais. O coma, caracteristica da malaria
cerebral, a acidose metabdlica, hipoglicemia, anemia severa, faléncias renais e
pulmonares séo algumas das complicacbes observadas e ocorrem, principalmente,
devido a capacidade de citoaderéncia e roseteamento em capilares profundos de

orgaos vitais (KIRCHGATTER et al., 2005).

Apesar do carater benigno, € possivel encontrar relatos na literatura da
emergéncia de casos de malaria cerebral causada por infec¢des isoladas de

Plasmodium vivax (BEG et al., 2002). Na india foram detectados casos de malaria
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grave causada por esta espécie parasitaria, principalmente em criancas (KOCHAR

et al, 2005; THAPAR et al., 2007).

Fatores relacionados diretamente ao Plasmodium como: resisténcia as drogas,
variacdo e polimorfismo antigénicos, capacidade de roseteamento e citoaderéncia
associados a fatores do proprio homem, tais como imunidade, producao de citocinas
inflamatorias, aspectos genéticos, idade e gravidez, também sdo importantes e

responsaveis pelas diferentes respostas clinicas a infeccdo (WEATHERALL, 2002).

Atualmente € possivel 0 acesso ao genoma completo das espécies de
Plasmodium falciparum (GARDNER et al., 2002), P. yoelii yoelii (CARLTON et al.,
2002), P. berghei e P. chabaudi (HALL et al, 2005). A informacao contida no genoma
dessas espécies permitiu o avanco de inimeras linhas de pesquisa, principalmente

nos campos de transcriptdmica e protedmica.

Outro genoma em estudo e prestes a ser liberado para consulta publica € o do P.
vivax, que teve inicio no ano de 2002 e continua em atividade, utilizando a cepa
padrdo Salvador | (CARLTON et al., 2003). Dados preliminares demonstram
variacdo na composicao do genoma das diferentes espécies. Para as espécies de P.
vivax e P. cynomolgi a concentracdo de bases G+C representa aproximadamente
40% de todo o genoma, além disso, € possivel prever para cada espécie de
Plasmodium cerca de 5.000 a 6.000 genes por genoma, 60% deles ortdlogos entre

as especies (HALL; CARLTON, 2005).
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O genoma nuclear do Plasmodium falciparum, cepa 3D7 apresenta o tamanho de
22,8Mb, distribuido em 14 cromossomos lineares, variando de 0.5 - 3.0Mb. A
composicao de bases A e T é de 80,6%, podendo chegar a aproximadamente 90%
em introns ou regides intergénicas. Foram identificados aproximadamente 5.300
genes codificadores de proteinas, o que significa, em meédia, um gene a cada 4.330
pb. Acredita-se que 54% dos genes representam introns, e apo0s exclusdo dos

mesmos tém-se 2,3kb como tamanho médio dos genes (GARDNER et al., 2002).

CICLO EVOLUTIVO

O ciclo evolutivo do parasito € complexo e apresenta uma fase assexuada,
realizada no hospedeiro vertebrado: 0 homem; e uma fase sexuada de ocorréncia no

hospedeiro invertebrado: o0 mosquito.

Ciclo Assexuado

O ciclo assexuado inicia quando a fémea do mosquito, no momento de sua
alimentacéo, injeta 40 a 100 esporozoitos armazenados em sua glandula salivar no
sangue do hospedeiro humano, durante o repasto sanguineo. Uma vez injetados, os
esporozoitos deixam rapidamente o tecido subcutaneo, caem na corrente sangiinea
e em cerca de trinta minutos desaparecem da circulacdo. Ha um tropismo pelas
células hepéaticas, e ao penetrar no hepatdécito, ocorre a formacdo de um vacuolo
parasitéforo, composto de colesterol, lipideo presentes na membrana plasmatica do
hospedeiro, sugerindo ser essa a origem desse vacuolo (BANO et al., 2007). Através

da membrana desse vacuolo ocorre a difusdo de diferentes moléculas, fatores de
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crescimento, nutrientes, eletrolitos, favorecendo a replicacdo intracelular do parasita.
Nos hepatocitos ocorre a diferenciacdo dos esporozoitos em trofozoitos hepéticos
(ciclo tecidual ou extra-eritrocitico). Cada esporozoito é capaz de se desenvolver em
milhares de merozoitos, através de sucessivas divisdes por esquizogonia tecidual.
Com o rompimento dos hepatdcitos e liberacdo dos milhares de merozoitos na
circulacdo sanguinea, rapidamente ocorre a invasdo dos eritrécitos (ciclo
eritrocitico), fato que marca o inicio da sintomatologia da doenca (WEATHERALL,

2002).

Existem diferencas entre as espécies de plasmodio no que diz respeito ao ciclo
tecidual: o P. vivax e o P. ovale apresentam as formas latentes, chamadas de
hipnozoitas, capazes de permanecerem inativas no figado por meses ou anos,

responsaveis pelas recaidas tardias da doenca (VERONESI, 1998).

A invasdo dos eritrécitos pelos merozoitos inicia um novo ciclo de divisdes
assexuadas, gerando as formas denominadas de trofozoitos jovens, pequenos
anéis, que amadurecem e sofrem varias divisdes por esquizogonia. Os esquizontes
maduros acabam por romper o eritrocito, liberando no sangue novos merozoitos
capazes de infectar novos eritrécitos. Existem diferencas biologicas entre as
espécies, 0 que ajuda a explicar a resposta diferenciada a infeccédo. O P. falciparum
nao discrimina tipos de eritrécito para invasdo enquanto o P. vivax apresenta
preferéncia por células jovens, conhecidas como reticulécitos, contendo o antigeno

de superficie Duffy (WEATHERALL, 2002).
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A duracao do ciclo eritrocitico é variada entre as espécies, para P. falciparum, P.
vivax e P. ovale o periodo ciclico é de 48 horas enquanto que para o P. malarie e P.

knowlesi o periodo é de 72 e 24 horas respectivamente (ARAVIND et. al.,2003).

Ap6s um periodo de replicagdo assexuada, alguns merozoitos diferenciam-se
em gametoécitos machos e fémeas, que amadurecem sem divisdo celular e tornam-
se a forma infectante do vetor. Os mecanismos pelos quais ha o estimulo para essa
diferenciagdo permanecem em estudo, no entanto, estudos sugerem que
gametdcitos oriundos de um mesmo esquizonte sdo sexualmente comprometidos,
Ou seja, apresentardo o0 mesmo sexo. Existem evidéncias de que a determinagao do
sexo do gametdcito ocorre no inicio do desenvolvimento sexual, ainda nos

antecedentes trofozoitas do estagio assexual (TALMAN et al., 2004).

Ciclo Sexuado

O ciclo sexuado inicia-se quando a fémea do vetor alimenta-se de sangue
infectado com gametécitos machos e fémeas. Durante a passagem até o estbmago
do mosquito, os gametas completam o desenvolvimento sexual. No estbmago do
mosquito, devido ao ambiente favoravel, isto é, queda da temperatura e modificagéo
do pH, tem inicio o processo de amadurecimento dos gametas machos
(microgametdcito) e fémeas (macrogametécito) e a fertilizagdo (WEATHERALL,
2002). O microgametdécito sofre um processo chamado de exflagelacdo, originando
0os microgametas, flagelados e moveis, que fecundardo 0 macrogameta
desenvolvido (VERONESI, 1998). Esse processo de reproducdo sexuada tem

grande utilidade para a biologia do Plasmodium, especialmente por promover
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diversidade de populactes, aptas a adaptacdo e sobrevivéncia frente as condi¢cdes
inibitérias, tais quais a imunidade e o uso de drogas antimaldricas (COWMAN;
CRABB, 2005). Esta fecundacdo gera um zigoto e, posteriormente, uma forma
invasiva, 0 oocineto, que pode movimentar-se em dire¢cdo ao epitélio estomacal do
mosquito, atravessando-o e permanecendo entre 0 mesmo e a lamina basal, em
uma forma vegetativa, chamado de oocisto. Este cresce e sofre divisdes
(esporogonia) produzindo de 2 a 8000 esporozoitos (AL-OLAYAN et al., 2002). Estes
esporozoitos rompem a parede do oocisto e migram para as glandulas salivares,

tornando-se a forma infectante para o homem (Figura 1).
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Figura 1. Ciclo bioldgico do Plasmodium sp. Su et al, 2007.

ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

A malaria permanece como a principal causa de morbidade e mortalidade no

mundo, particularmente na Africa, regido ao sul do Saara, onde ocorrem cerca de
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90% das mortes pela doenca (WHO, 2005). Estima-se que a incidéncia mundial no
ano de 2004 foi de 350 a 500 milhdes de casos com o0 numero de mortes estimado
em 1,1 milhdes de pessoas. A doenca é considerada endémica em 107 paises e
territdrios, sendo o continente africano a regido mais atingida, com importante

entrave ao seu crescimento econémico devido a endemia (WHO, 2005).

No Brasil, a Amazo6nia Legal Brasileira, composta pelos Estados do Acre, Amapa,
Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso, Para, Rondbnia, Roraima e Tocantins, €
responsavel por mais de 99% do total de casos de malaria, sendo a maioria das
notificacdes realizadas em éareas rurais. O constante fluxo migratorio para cidades
como Manaus e Porto Velho trouxe como consequéncia o0 aumento do numero de
infeccbes em area urbana, 14,2% do total de casos de malaria ocorridos na regiao

amazonica foram concentrados nesses doi municipios (MS/SVS, 2007).

A grande extensdo de seu territorio, regides de dificil acesso, baixa densidade
demografica, processo migratorio de grupos populacionais, grande numero de
habitacdes rudimentares, entre outras, sdo obstaculos que dificultam as operacdes
de combate e controle da doenca nesta regido. Também favorece a manutencao e
disseminacdo da doenca, nessa area, a expansao de projetos agropecuarios,
colonizacdo e mineracdo (MARQUES, 1994; ALECRIM, 1981; ALECRIM et al.,

1999).

Vérias estratégias de controle e erradicacdo da doenca foram adotadas no
passado, com destaque o uso do DDT e a introducéo de drogas como a cloroquina

para tratamento e profilaxia da doenca, responsaveis pela erradicacdo da
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transmissdo de malaria autoctone em grandes regibes do pais a partir de 1979
(LOIOLA, 2002). O mesmo sucesso néo foi observado na regido amazonica devido,
principalmente, as caracteristicas peculiares da regido. A implantacao de projetos
desenvolvimentistas durante a década de 70 estimulou o deslocamento de grandes
contingentes populacionais as areas endémicas. Originou-se, entdo, um processo de
ocupacao espacial desordenada, observada ainda hoje em cidades como Manaus e
Porto Velho, dificultando o planejamento e a execucéo de operacdes de controle da

malaria (SILVEIRA, 2001).

No ano de 1999, foi criado o Plano de Intensificacdo das Acbes de Controle da
Malaria na Amazoénia Legal (PIACM) e sua aplicacédo obteve sucesso, com extensiva
reducdo no numero de casos até o ano de 2002. A partir desse ano, houve
progressivo incremento, atribuido, principalmente, as epidemias nas cidades de
Porto Velho, Manaus e Cruzeiro do Sul no Acre. Em 2004 foram notificados 147.482
casos da doenca, seguido por 22.892 no ano de 2005, apenas para o estado do
Amazonas. A regido Amazonica apresentou um total de 603.532 casos de maléaria

notificados no ano de 2005 (MS/SVS, 2007).

As principais espécies parasitarias encontradas na regido sdo P. vivax e P.
falciparum, mas casos eventuais de P. malariae também sé&o notificados. O P. vivax
€ 0 mais abundante na regido Amazonica, representando, aproximadamente, 73,4%

das infec¢des no ano de 2006 (MS/SVS, 2007).

Quanto a malaria causada por P. falciparum, observou-se um incremento do

percentual de casos, fato que pode favorecer a ocorréncia de formas mais graves da
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doenca. No periodo de 1999 a 2004, houve o0 aumento da proporcao de maléaria por
P. falciparum de 18,6% para 23,7%. Os estados que mais contribuiram para esse
incremento foram Amapa (272,6%), Maranhao (112,3%), Rondonia (22,5%), Para
(19,2%) e Amazonas (11,5%) (SVS/MS, 2005). Todos os estados apresentaram
proporcao de P. falciparum acima de 20%, excecao ao estado de Mato Grosso que,

em 2006, apresentou 16,1% (MS/SVS, 2007).

Cerca de 10% da populacdo da Amazonia Legal, aproximadamente 2,4 milhdes
de pessoas, vivem em areas de alto risco de transmissdo de malaria,
correspondendo a 90 municipios, considerados prioritarios. Em 2006, os estados do
Acre, Rondbnia e Amazonas foram classificados como areas de alto risco de
transmissao (IPA>50/1.000 hab.), Roraima, Amapa e Para de médio risco (IPA entre
10 — 49/1.000 hab.) e os estados do Mato Grosso, Maranh&@o e Tocantins de baixo

risco (IPA<10/1.000 hab.) (MS/SVS, 2007).
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Figura 2. Mapa do risco de transmissédo da maléria, Amazonia Legal, 2007.



23

A malaria, no estado do Amazonas, apresenta indices elevados ndo apenas na
capital do estado, mas em municipios do interior, classificados, em sua maioria, de
meédio e alto risco de transmissdo (MS/SVS, 2007). Dentre eles podemos citar
Autazes, Barcelos, Careiro, Coari, Humaita, Iranduba, L&brea, Presidente
Figueiredo, Sdo Gabriel da Cachoeira e Tefé como alguns dos responsaveis pelos

maiores numeros de notificacdes durante os ultimos cinco anos.

No ano de 2004, a cidade de Manaus registrou 55.851 casos de malaria, com
uma reducdo de aproximadamente 30% no ano de 2006, onde foram notificados
38.796 casos, sendo 16.182 (41,7%) notificados na Fundacdo de Medicina Tropical
do Amazonas, FMTAM, centro de referéncia para diagndstico, tratamento e pesquisa
da maléaria na regiao (SIVEP, 2007). No mesmo periodo o estado do Amazonas foi

responsavel por 184.115 casos da doenca.

O combate a malaria em municipios do interior € diferenciado devido a fatores
como a falta de informacé&o sobre a doenca, constante exposicdo em locais de risco
por razdes profissionais ou lazer, dificuldade de acesso ao pélo de atendimento, ma
aplicacdo dos recursos financeiros destinados ao combate da malaria, falha do

tratamento pela utilizac&do incorreta ou por resisténcia as drogas utilizadas.

O Estado do Amazonas faz fronteira com cinco estados brasileiros, Acre,
Rondbnia, Mato Grosso, Pard e Roraima, e com trés paises, Colémbia, Peru e
Venezuela. O fluxo migratorio nessas areas e as diferentes politicas de combate ao
vetor e ao parasita sao fatores que influenciam de forma seletiva as populacdes

circulantes e dificultam o controle da doenca.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 DIAGNOSTICO DA MALARIA

O diagnostico clinico da maléaria isolado € pouco confiavel devido a falta de
especificidade dos sintomas da malaria, passivel de confusdo com diferentes
doencas (WHO, 2000). O diagnéstico laboratorial pode ser realizado por diferentes
técnicas, porém a técnica de microscopia, gota espessa, permanece como padrao-
ouro devido a fatores como boa sensibilidade e especificidade, facil realizacao,

mesmo em condi¢cdes de campo e baixo custo (WHO, 2005).

A gota espessa consiste na observacdo ao microscopio de laminas de sangue,
coletado de polpa digital, corados com Giemsa apés desemoglobinizacdo utilizando
azul de metileno. O técnico responsavel pela leitura da lamina deve possuir
treinamento especifico para diferenciacdo das formas morfolégicas adquiridas pelas
espécies de Plasmodium sp devido a necessidade de tratamento diferenciado entre
as especies. Sao analisados 100 campos microscopicos, equivalente a 0,25ul de
sangue, e o limite de deteccdo € de 5-20 parasitas/pl de sangue (HANSCHEID,

1999).

A técnica apresenta como pontos negativos a diminuicdo da sensibilidade em
casos de baixa parasitemia, dificuldade de diagnéstico quando existe mais de uma
espécie por infeccdo e em condicdes de acondicionamento de reagentes e
equipamentos de maneira inadequada (COLEMAN, et al., 2002). Por este motivo

tem-se buscado, ao longo dos anos, aprimorar as técnicas de diagnostico de modo
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que se possa detectar, cada vez mais precocemente, a infeccdo e seu agente

etiologico de maneira confiavel e rapida.

~ , . . . . . ® .
Como evolucgéo da técnica de microscopia foi desenvolvido o QBC ™, realizado em

capilares contendo um corante fluorescente (laranja de acridina) especificos para
deteccdo de DNA dos plasmadios presentes em eritrécitos maduros, examinados em
microscopio de fluorescéncia. O volume de amostra é consideravelmente maior e,
conseguentemente, sua sensibilidade € maior quando comparada a gota espessa;
porém, a diferenciacdo e quantificacdo de espécies sdo prejudicadas, o custo é
elevado devido aos equipamentos necessarios e ndo permite estocagem do material

para posterior avaliacdo (HANSCHEID, 1999).

Testes rapidos foram desenvolvidos visando maior praticidade e aplicacdo em
larga escala, principalmente em regides de dificil acesso. Baseados em técnicas
imunocromatograficas para deteccdo de antigenos do Plasmodium, podem ser
realizados por pessoas com treinamento minimo, utilizando kits comerciais, duracao
média de 15 minutos e nao requer eletricidade ou outro equipamento. A
sensibilidade é acima de 90% em parasitemia superior a 100 parasitos/ul de sangue,
no entanto decai consideravelmente em casos de baixa parasitemia, e possui a
desvantagem de ndo permitir a quantificacdo da densidade parasitaria nem
diferenciacédo entre espécies e formas sexuadas e assexuadas (de MONBRISON et

al., 2004, WHO, 2000).

Em estudo feito na cidade de Manaus, Arcanjo et al.,, 2007 avaliaram a

aplicabilidade dos testes rapidos no diagnéstico da malaria e comparou 0s
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resultados obtidos na gota espessa, avaliando a concordancia entre os métodos.
Observou-se que o teste Optimal-IT apresentou co-positividade de 72,1% (IC95%
59,0 — 82,5%), co-negatividade de 92,9% (IC95% 87,4 — 96,3%), o indice kappa de
0,67. No teste ICT P.f./P.v., co-positividade de 78,7% (IC95% 66,0 — 87,7%), co-

negatividade de 100,0% (IC95% 97,0 — 100,0%) e indice kappa de 0,84.

Com o advento da PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase), a deteccao
molecular do Plasmodium sp foi desenvolvida e tem se mostrado extremamente Uutil
para estudos das diferentes espécies, deteccao de infeccdo mistas e casos de baixa
parasitemia. Desenvolvida inicialmente para o diagnostico de P. falciparum
(TIRASOPHON, et al., 1991) e posteriormente para o diagnéstico das quatro
espécies de Plasmodium capazes de infectar o homem (ARAI, et al., 1994,
SNOUNOWU et al., 1993, KIMURA et al., 1997), utilizando, principalmente, a técnica
de nested-PCR para amplificacdo de regides conservadas do gene da subunidade
menor do RNA ribossomal (ssurRNA). A técnica demonstrou superior sensibilidade e
especificidade quando comparada aos meétodos ja descritos para malaria, no entanto
sua utilizacdo como método de diagndstico em larga escala nao € indicada devido
ao alto custo dos reagentes e a necessidade de equipamentos especializados e
demora para obtencéo do resultado, quando comparado a G.E., impossibilitando sua

utilizacdo em condicdes de campo (CICERON et al., 1999; WHO, 2000).

Indiscutivel, no entanto é a sua utilidade em estudos epidemiolégicos, busca de
assintomaticos, genotipagem, monitoramento da eficacia de drogas e da resisténcia
aos antimalaricos, realizados em centros de referencia, além de sua utilizacdo em

bancos de sangue de areas endémicas, para selecédo de doadores.
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Em estudo realizado em comunidades proximas ao municipio de Barcelos, no
estado do Amazonas, foram detectados numeros alarmantes na transmissédo da
doenca, com valores de IPA 708,9 por mil habitantes no rio Padauiri. Durante o
periodo de 1992 a 2004, 41,1% (575 / 1.399) dos casos diagnosticados de malaria
corresponderam a infeccéo pelo P. falciparum, 57,8% (809 / 1.399) ao P. vivax e 1%
(14/1.399) a infeccdo mista. A intensa transmissdo da doenca, a dificuldade de
diagnéstico devido a baixa parasitemia observada no local sdo indicativos da
presenca de casos assintomaticos, demonstrando a necessidade de técnicas mais
sensiveis para correta adocédo de medidas de controle da doenca no local (SUAREZ-

MUTIZ; COURA, 2007).

As técnicas de PCR tradicional descritas, quando comparadas a tecnica em
tempo real, apresentam desvantagens como demora para obtencdo de resultados,
impossibilidade de quantificacdo da parasitemia e problemas de contaminacgao
cruzada durante a manipulacdo das amostras, gerando resultados falso-positivos (de

MONBRISON et al., 2003).

A PCR em tempo real — uma nova metodologia baseada na utilizacdo de corantes
fluorescentes que permite monitorar, a cada ciclo de amplificacdo, os produtos de
PCR formados — foi adaptada para diagnéstico da malaria e quantificacdo da
parasitemia (HERMSEN et al., 2001, LEE et al., 2002, de MONBRISON et al., 2003,
PERADIN et al., 2004). O sistema de foto-detec¢cdo presente no equipamento
permite a utilizacdo de diferentes tipos de corantes: um intercalante de DNA dupla
fita ndo-especifico (SYBR Green |) e metodologias de deteccdo de simples fita,

utilizando sequéncias especificas, marcados com diferentes corantes (TagMan
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probes, Moléculas beacons) que apresentam a vantagem dos ensaios multiplex

(BELL; RANFORD-CARTWRIGHT, 2002).

A sensibilidade e especificidade da técnica em tempo real é comparavel a da
PCR convencional, mas traz como vantagens o processamento em sistema fechado,
completamente automatizado, evitando problemas de contaminacdo cruzada, o
tempo de realizacéo € reduzido, diminuicdo de problemas de contaminagdo humana
pela utilizacdo de substancias toxicas para visualizacdo dos produtos de PCR (etapa
de eletroforese), ha a possibilidade de ensaios de quantificacdo precisos, um
importante parametro de monitoramento da eficacia da terapia com antimalaricos e

deteccao precoce da resisténcia (FABRE et al., 2003; ROUGEMONT et al., 2004).

1.2 RESISTENCIA AS DROGAS ANTIMALARICAS

A cloroquina (CQ) foi por décadas o principal medicamento utilizado na
guimioterapia e controle da malaria causada pelo P. vivax e P. falciparum. O primeiro
relato de tratamento de pacientes com malaria causada por P. vivax utilizando
cloroquina ocorreu em 1936, na Alemanha. Em 1946 Loeb et al. descreveram a
atividade desse medicamento no tratamento da malaria, tem acao esquizonticida de
formas sanguineas em P. falciparum e P. vivax, gametocida em P. vivax e nenhuma

acao sobre esporozoitos e formas tissulares (BAIRD, 2004).

A utilizac&o indiscriminada desse antimalarico levou ao surgimento da resisténcia
apos uma década de sua introducdo em larga escala. Inicialmente detectada para o
P. falciparum, a resisténcia a CQ (CQR) foi descrita no inicio da década de 60, em

duas regides diferentes, sudeste da Asia e América do Sul. Rapidamente foi
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disseminada para outras regides do globo, com relatos na Africa no final da década

de 70 (BRAY et al. 2005).

O primeiro relato de resisténcia a CQ pelo P. vivax foi feito na regido de Nova
Guiné, mais de duas décadas ap0s o primeiro relato de resisténcia do P. falciparum
(SCHUURKAMP et al., 1989). Na América do Sul, o primeiro relato ocorreu em 1996,
em cepas provenientes da Guiana e na Amazobnia Brasileira, Alecrim et al., 1999

descreveram um caso de resisténcia in vivo do tipo RII.

Atualmente a CQ é contra-indicada para o tratamento das infec¢cdes pelo P.
falciparum em razdo do elevado nivel de resisténcia por parte desta espécie
parasitaria em diferentes regides do mundo, assim como na Amazbnia (OMER,
1978; PAYNE, 1987; SU et al., 1997, WHO, 1997). Apesar dos relatos de casos de
resisténcia in vivo desde o final da década de 80, permanece a utilizacdo da CQ no
tratamento da malaria causada pelo P. vivax. Ainda hoje ndo existe uma droga
alternativa tdo acessivel para o tratamento da malaria, com tamanha eficacia e baixa

toxicidade (FIDOCK et al, 2002).

Como alternativa a CQ utilizou-se a associacao Sulfadoxina-Pirimetamina (SP)
como terapia de primeira linha em casos de malaria. O mesmo fenbmeno observado
com o antimalarico CQ foi observado para SP e sua utilizacdo ndo é recomendada
no Brasil e em outros paises da América do Sul, Sudeste da Asia e regifes da Africa

(DELFINO et al., 2002).
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Em relacdo a mefloquina (um 4-quinolinometanol), efetiva contra as cepas
multiresistentes de P. falciparum, a resisténcia é relatada também desde a década
de 80 no Brasil, em estudos in vivo e in vitro. Apesar de ter sido relatada resisténcia
do tipo RII e RIIl esta droga ainda apresenta eficacia em areas endémicas brasileiras
maior que 95%. A resisténcia ao quinino tem sido evidenciada em diferentes areas
no mundo, e no Brasil a diminuicdo da sensibilidade a esse antimalarico € conhecida
(ZALIS et al., 1998). Os mecanismos de resisténcia a esse antimalarico
permanecem em estudo e a hipotese aceita é de que a resposta alterada a esse
antimalarico € produto da interacdo de diferentes genes, dentre eles o pfcrt e o

pfmdrl (FERDIG et al., 2004).

Artemisinina e seus derivados sao a classe de antimalaricos mais importante
atualmente devido a acado efetiva contra parasitas multiresistentes aos diferentes
antimalaricos. Foi descoberta na China, ha mais de dois mil anos, utilizada através
de infusdes/extratos da planta Artemisia annua, e na década de 70 teve seu
principio-ativo identificado e purificado. Diversos analogos semi-sintéticos foram
obtidos desde entdo, todos com acdo contra estagios sexuais e assexuais das
quatro diferentes espécies de Plasmodium, meia vida de eliminacédo curta, podendo

variar de cinco minutos a sete horas (DAVIS, et al., 2005).

Sua utilizacdo como monoterapia ndo € recomendada devido a elevada taxa de
recrudescéncia, cerca de 17% dos casos. Além disso, foi demonstrado que apos
repetidas doses, a concentracdo de artemisinina no plasma € reduzida, limitando a

sua eficacia como monoterapia (de VRIES et al., 2000).
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Apesar de nao haver casos comprovados de resistencia a essa classe de
antimalaricos, acumulam-se evidéncias do possivel surgimento da mesma.
Recentemente, foram obtidos, em modelo animal clones de Plasmodium chabaudi
resistentes a artemisinina, ap0s pressao seletiva da droga, comprovando a

viabilidade dessa caracteristica (AFONSO et al, 2006).

Jambou et al.,, 2005 descreveram a diminuicdo da sensibilidade in vitro ao
artemether em amostras isoladas de pacientes da Guiana Francesa, Camboja e
Senegal. Associada a diminuicdo da sensibilidade foi identificada a mutacdo S769N
no gene pfATP6, cuja proteina é proposta como participante no mecanismo de acao

dessa classe de antimalaricos.
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Figura 3. Datas aproximadas da introducdo de antimalaricos e deteccdo da falha no tratamento. A
Quinina (Q), utilizada desde o século XVII, teve a resisténcia observada em 1965, principalmente no
sudeste asiatico. Apesar da rapida disseminagdo da resisténcia a Pyr-SDX também no sudeste
asiatico no fim dos anos 60, € utilizada com sucesso na Africa para o tratamento de parasitas CQR
desde o inicio da década de 90. A artemisinina e seus derivados (Art) séo utilizados em combinacao
com outros antimalaricos, para evitar o surgimento da resisténcia, ainda ndo detectada até o presente
momento. Resisténcia a Mefloquina (Mef) foi reportada em estudos de campo no inicio dos anos 80.
Abreviacdes: Ato-PGR: Atavaquona-Proguanil; Pyr-SDX: Sulfadoxina-Pirimetamina; comb,
combinac¢des; Hal, halofantrina; LD, LapDap; R, resisténcia. Figura adaptada de HYDE, 2005.

Neste cenario, a busca por diferentes antimalaricos se faz necessaria. No
entanto, observa-se que o problema da quimiorresisténcia é generalizado, ocorre
com gquase todos os medicamentos disponiveis e nas mais diversas regifes

malarigenas do planeta (HYDE, 2005).
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A resisténcia aos antimalaricos ganhou forca na Amazénia partir do ano 2000,
com o inicio do Projeto da Rede Amazoénica de Vigilancia da Resisténcia as Drogas
Antimalaricas (RAVREDA), liderada pela Secretaria de Vigilancia em Saude, em
parceria com a Organizacdo Pan-Americana de Saude. A finalidade é monitorar a
resisténcia as drogas e inseticidas de modo a subsidiar a politica de medicamentos

do Ministério da Saude (SVS/MS, 2005).

1.3 MARCADORES MOLECULARES DE RESISTENCIA

O fendtipo de resisténcia as drogas antimalaricas ocorre pela interacdo alterada
entre essas moléculas e seus alvos intracelulares nos parasitos. A resisténcia aos
antimalaricos ocorrem, principalmente, de duas maneiras, através da alteracdo da
disponibilidade da droga, devido a mecanismos de efluxo dos parasitas, ou através
de mutacdes nos sitios-alvo da droga, alterando a susceptibilidade (KRISHNA et al.,

2006).

Com o surgimento do fenbmeno da resisténcia aos antimalaricos ha a
necessidade de monitoramento das populacdes de parasitas circulantes, buscando

melhorar as politicas publicas de tratamento e prevencao da doenca.

O gene de multiresisténcia a drogas pfmdr € um ortologo da familia de genes de
multiresisténcia a drogas em mamiferos. A proteina codificada por este gene
apresenta 12 dominios transmembranares, e tem peso molecular de 162kDa.
Localiza-se na membrana do vacuolo digestivo do parasita, alvo de acdo do

antimalarico CQ (SIDHU et al., 2005). Diversos trabalhos confirmam seu papel na
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modulacdo da resposta a diferentes antimaldaricos, cloroquina, quinina, mefloquina,
halofantrina e artemisinina (REED et al., 2000; FIDOCK et al., 2000; MU et al, 2003;

HYDE, 2005).

As principais mutacdes observadas nesse gene sdo N86Y, Y184F, S1034C,
N1042D, D1246Y, no entanto, estudos comprovam néo so o papel dessas mutacdes
na modulacdo da resposta aos diferentes antimalaricos, mas também a super-

expressao desse gene (MU et al., 2003).

O gene pfcrt foi identificado como marcador genético de resisténcia a cloroquina
(CQR) apo6s andlise de um cruzamento genético entre uma cepa CQR (Dd2,
Indochina) e uma cepa CQS (HB3, Honduras). Esta proteina pertence a uma familia,
até o momento, desconhecida de transportadores, sendo a mesma localizada no
vacuolo digestivo do P.falciparum e apresentando 10 dominios transmembranares e
um conjunto de mutacdes pontuais ou SNPs (Single Nucleotide Polimorphism)

(FIDOCK, et al., 2000) .

As mutacdes pontuais no gene pfcrt sdo atualmente consideradas os
determinantes principais do fendtipo CQR, tem-se um total de 15 posicOes
polimorficas de aminoacidos na molécula em isolados de campo, podendo variar
dependendo da posicao geografica dos isolados (COOPER et al, 2005). A principal
alteracdo de aminoacido, na posicéo 76, troca de uma Lisina (K) por uma Treonina
(T), foi encontrada apenas em isolados apresentado o fendtipo CQR em diferentes

areas endémicas de todo o mundo (WOOTON et al., 2002; VIEIRA et al., 2004).
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Segundo Vieira et al. (2004), estudos com amostras provenientes do Estado do
Amazonas indicam que parasitos com origem geografica diversa e apresentando
variabilidade em genes de resisténcia, podem ter perfis genéticos similares. Isto
implica dizer que as populacdes de P. falciparum e P. vivax do Estado do Amazonas,
apesar de geneticamente semelhantes, ndo sao idénticas. Devido as grandes
distancias e a descentralizacdo do servico de diagndéstico e tratamento, € possivel o
isolamento geografico de parasitos, o0 que, conseqlentemente, viabiliza a
observacao de variacdes genéticas de relevancia epidemiologica no que diz respeito

a prevaléncia, morbidade e quimiorresisténcia.

N&o ha relatos de resisténcia in vivo para artemisinina na Amazénia Brasileira, no
entanto diversos estudos buscam prever 0s possiveis mecanismos envolvidos nesse
processo. Eckstein-Ludwig et al., 2003 em estudos de transfeccdo utilizando o
organismo Xenopus laevis para expressdo do pfATP6, confirmaram o papel da
proteina codificada por esse gene como alvo da artemisinina, sofrendo a acéo

seletiva de radicais livres gerados na presenca de fons Fe*".

Utilizando a mesma metodologia de transfeccdo e expressao do gene pfatp6 em
Xenopus laevis, foi possivel a identificagdo do aminoacido L263 como modulador da
sensibilidade a artemisinina. A inducdao de mutacfes nesse gene demonstrou
aumento ou reducdo da sensibilidade a artemisinina, dependendo do aminoé&cido
presente. No entanto, foi sugerido que diferentes residuos participam da modulagéo

da resposta a droga (UHLEMANN et al., 2005).

Além da mutacdo S769N, descrita em amostras da Guiana Francesa e Senegal,

associada a diminuicao da sensibilidade in vitro ao atesunato, foram encontrados 23
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SNPs, silenciosas e nao silenciosas, com substancial agrupamento geogréafico entre

os locais estudados (JAMBOU, et al., 2005).

Sao excassos o0s dados a respeito do gene pfATP6 em amostras brasileiras,
apesar da adocao dessa classe de antimalaricos como primeira-linha de tratamento
em diferentes regides malarigenas do pais. Recentemente, foram descritas trés
mutacOes desse gene em amostras do estado do Para, nas posi¢oes 110, 1916 e
2694. Analises in vitro dessas amostras comprovaram a eficacia da artemisinina e
seus derivados na regido e descrevem a auséncia da mutacdo S769N encontrada
na Guiana Francesa, apesar da proximidade geografica e fluxo migratorio entre as

duas regides (FERREIRA et al, 2007).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar o perfil genético de marcadores de resisténcia em populacdes de
Plasmodium falciparum e Plasmodium vivax de 12 regi6es malarigenas do Estado

do Amazonas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Realizar diagnéstico molecular da malaria por nested-PCR, identificando possiveis
infeccBes mistas, ndo detectadas pela técnica da gota espessa.

e Padronizar metodologia avancada de diagnéstico molecular atravées de PCR em
Tempo Real.

e Comparar a sensibilidade das diferentes técnicas de diagndstico da maléria
humana realizadas no estado do Amazonas.

e Caracterizar o perfil genético de isolados de campo de P. vivax, recém coletados
no estado Amazonas através da busca de mutacdes no gene pvmdr.

e Caracterizar o perfil genético de populacdes de P. falciparum de 12 localidades
endemicas do estado do Amazonas utilizando os genes pfcrt e pfatp6 como

marcadores moleculares de resisténcia.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 AMOSTRAGEM E LOCALIDADES

Trata-se de um estudo descritivo de epidemiologia molecular realizado pela
analise do DNA e consequente caracterizacdo do perfil molecular de populacdes de
Plasmodium falciparum e Plasmodium vivax de 12 localidades malarigenas do

estado do Amazonas.

Foram selecionadas para a obtencdo das amostras, localidades endémicas
distantes e isoladas geograficamente, ao longo de todo o estado do Amazonas e em
regides proximas a fronteiras com outros estados e paises. A programacdo das
viagens de coleta no campo foi realizada apos levantamento estatistico do namero
mensal de casos de malaria em diferentes municipios do estado do Amazonas,
durante os anos de 1999 a 2004 (Anexo 3). O levantamento teve por objetivo
identificar os periodos do ano com maior niumero de casos ao més, em cada

municipio, facilitando a obtencédo do maior nimero de amostras em cada municipio.

Participaram do estudo amostras coletadas durante os anos de 2003 a 2005,
nos municipios de Autazes (lat. S 03° 34'40,3” e long. W 059° 07°47.9”), Barcelos
(lat. S 00° 58'13.1” e long. W 062° 55'26.9”), Borba (lat. S 04° 23'18.6” e long. W
059° 35°40,4”), Careiro (lat. S 03° 49'10.4” e long. W 060° 21'01.7"), Coari (lat. S
04° 05'05.4” e long. W 063° 08°26.4”), Guajara (lat. S 07° 32'49.8” e long. W 072°

34’50.4"), Humaita (lat. S 07° 30'08.9” e long. W 063° 01'42.4"), Itacoatiara (lat. S
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03° 08'29.5” e long. W 058° 26'36.3"), Manaus (lat. S 03° 05'13.3"” e long. W 060°
2'5,13"), Presidente Figueiredo (lat. S 02° 02’08.4” e long. W 060° 01'43.9”), Séo

Gabriel da Cachoeira (lat. S 00 07'29.2" e long. W 067° 05 74.8") e Tefé (lat. S 03°

20'48.2” e long. W 064° 42'29.1") (Figura 4).

Figura 4: Sitios de coleta das amostras. 1. Manaus, 2. Careiro, 3. Borba, 4. Autazes, 5.
Itacoatira, 6. Presidente Figueiredo, 7. Barcelos, 8. Sdo Gabriel da Cachoeira, 9.Coari, 10.
Tefé, 11. Guajara, 12. Humaita.

3.2 GEORREFERENCIAMENTO DOS SITIOS DE COLETA

Durante as viagens para obtencdo das amostras de isolados de P. falciparum e
P. vivax, foi realizado o georreferenciamento dos sitios de coleta, para a confeccéo
de mapas de cada localidade, com as atividades desenvolvidas e o local exato de

obtencaode cada isolado de Plasmodium.
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3.3 COLETA DE SANGUE PARASITADO POR Plasmodium sp

Os pacientes com mono-infeccdo pelo P. falciparum e P. vivax, confirmada pela
técnica da gota espessa foram entrevistados e quando houve concordancia,
assinaram do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE (Anexo ),
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FMTAM, protocolo n° 2637/2003
FMT/AM. Foram entdo encaminhados para coleta de sangue por via endovenosa, 5
a 10mL de sangue total em tubo com anticoagulante (EDTA). O sangue total retirado
foi centrifugado a 800g por cinco minutos para a retirada do plasma e do creme
leucocitario. Em seguida, a papa de hemacias foi criopreservada em tubos de 2mL e
foram feitas aliquotas em papel de filtro para subseqlentes andlises. As amostras
foram devidamente rotuladas e sédo parte integrante do criobanco de amostras

mantido pela Geréncia de Malaria, segundo metodologia descrita na literatura (Vieira

et al, 2001) (Figura 5).

Figura 5: Etapas de coleta em campo das amostras de sangue parasitado. Busca de
pacientes com diagndstico positivo: A) Centro de diagndstico local (busca passiva); B)
Coleta na residéncia (busca ativa); C) Coleta de sangue apds consentimento;
D)Georreferenciamento dos locais de coleta; E), F) e G) Processamento das amostras para
posterior extracdo de DNA.
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3.4 EXTRACAO DE DNA PLASMODIAL

Foi realizada extracdo de DNA gendmico de parasitos provenientes das amostras
de sangue total de pacientes infectados pelo P. falciparum e P. vivax. O
procedimento foi realizado pela utilizacdo kits de extracdo comercialmente
disponiveis (UltraClean DNA BloodSpin Kit)ou através de protocolo utilizando resina

Chelex (Biorad).

3.5 DIAGNOSTICO MOLECULAR DE INFECCOES MISTAS

Apoés a extracdo do DNA, foi realizada uma técnica de reacdo em cadeia da
polimerase aninhada, (Nested-PCR), para identificacdo de possiveis infeccdes
mistas ndo detectadas pelo diagnostico parasitolégico da gota espessa. A técnica
consiste na utilizacdo de oligonucleotideos iniciadores que reconhecem 0 gene
codificante da subunidade menor do RNA ribossomal (ssurRNA) do Plasmodium. A
reacao primaria amplifica sequiéncias género-especificas utilizando os primers PLU5
(5" CCTGTTGTTGCCTTAAACTTC 37) e PLU6 (5" TTAAAATTGTTGCAGTTAAAA
3), com amplicons de 1200pb. Na reacdo secundaria, sao utilizados,
simultaneamente, iniciadores que reconhecem sequéncias nucleotidicas espécie-
especificas do P. falciparum, FALL1 (5" TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATATT
3") e FAL2 (5" ACACAATGAACTCAATCATGACTACCCGTC 37) com 205pb e do P.
vivax, VIV1 (5 CGCTTCTAGCTTAATCCACATAACTGATAC 3°) e VIv2 (5
ACTTCCAAGCCGAAGCAAAGAAAGTCCTTA 3) com 120pb. A observacédo das

bandas correspondentes aos produtos de PCR foi feita em transiluminador
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ultravioleta apds eletroforese em géis de agarose a 2% corados com brometo de

etideo (10upg/mL).

A reacao primaria foi conduzida nas seguintes condi¢fes: 95°C por 5 minutos
para desnaturacédo seguida por 29 ciclos (94°C por 1 minuto, 55°C por 2 minutos e
72°C por 2 minutos) e extensao final das fitas a 72°C por 5 minutos. A reacgéo de
amplificacdo secundaria foi realizada nas mesmas condi¢cfes da primaria havendo

apenas alteracdo dos oligonucleotideos iniciadores utilizados.

3.6 PCR EM TEMPO REAL

A reagdo foi realizada em sistema de PCR em tempo real 7500 Fast, do
fabricante Applied Biosystem, utilizando como corante o SYBR Green | e demais

reagentes fornecidos pelo fabricante.

A padronizacdo da técnica de diagnostico molecular da malaria por PCR em
tempo real foi realizada a partir da utilizacdo de oligoiniciadores desenhados para
amplificacdo de sequéncias conservadas do gene da subunidade menor do RNA
ribossomal do Plasmodium spp. Para identificacdo das diferentes espécies de
Plasmodium sp. foram utilizados oligoiniciadores especificos para P.falciparum -
PfalF (AGTGTGTATCAATCGAGTTTC) e PfalR (AGTTCCCCTAGAATAGTTACA) e
para P.vivax — Pvl (CGCTTCTAGCTTAATCCACATAACTGATAC) e Pv2 -

(ACTTCCAAGCCGAAGCAAAGAAAGTCCTTA) (De Monbrison et al., 2003).
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Apés a reacdo de PCR, foi adicionada uma etapa de dissociacdo, que consiste
no aumento gradual de temperatura, com a medicdo simultanea da fluorescéncia
emitida pelas moléculas de Sybr Green ligadas ao DNA dupla-fita presente no meio.
Ha entdo a construcdo de uma curva de dissociacdo, onde se pode identificar a
temperatura de dissociacdo do produto alvo, além da identificacdo de possiveis
produtos inespecificos presentes na reacdo (p. ex. primer-dimer). Um determinado
produto de PCR apresenta uma temperatura especifica, em funcdo da composicao
de nucleotideos e do tamanho da molécula, por esse motivo, é utilizada tambéem
para comparacao entre diferentes amostras, identificando a presenca ou auséncia

do produto alvo (Figura 6).
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Figura 6: Curva de dissociacdo demonstrando a temperatura especifica dos produtos de
PCR. A) Curva de dissociacdo do P. vivax, B) Curva de dissociacdo do P. falciparum.
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3.7 GENOTIPAGEM DE P. falciparum

3.7.1 Gene pfcrt

Para a genotipagem do gene pfcrt optou-se pela metodologia de deteccéo
atraves da utiliacdo de sondas de hibridacdo, marcadas com corantes fluorescentes,

para utilizacdo em sistema de PCR em Tempo Real.

Seguindo a metodologia descrita por de Monbrison et al., 2003b, utilizou-se para
0 ensaio uma sonda contendo as posi¢coes do gene pfcrt 74, 75 e 76 mutantes, perfil
da cepa controle W2. Esta sonda possui 0 corante fluoresceina na posicao 3. Dois
iniciadores foram utilizados para amplificagcdo da sequéncia-alvo, sendo um deles, o
iniciador reverso, também utilizado como uma segunda sonda. Sua localizacéo é
adjacente aos pontos de mutacdo estudados, possui ha posicdo 5° um corante
aceptor de fuorescéncia (LC Red 640) e na posicdo 3" para evitar a extensao pela
Taq polimerase encontra-se fosforilado. A sonda e o iniciador reverso hibridizam na
mesma fita de DNA, assim a proximidade entre essas moléculas permite a

transferéncia de energia e emisséo da fluorescéncia, medida durante os ciclos.

Apo6s a amplificacao, utiliza-se uma etapa de dissociacdo, com o aumento gradual
da temperatura e constante medicdo da fluorescéncia. No momento da dissociacéo
das fitas duplas, ocorre a separacao fisica das duas sondas e a consequente queda
de emissao da fluorescéncia. Uma temperatura de dissociacdo especifica & obtida
para cada genotipo, uma vez que a sonda € capaz de hibridizar mesmo na presenca

de diferentes gendtipos, no entanto, tera temperatura de dissoaciacao distinta.
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Foram utilizados para o ensaio, os controles W2, com mutacdo nas tres posicoes

estudadas, 7G8, selvagem para as posicoes 74 e 75 e HB3, selvagem para todas as

tres poisicdes (Figua 7).
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Figura 7: Curva de dissociacdo dos controles W2, 7G8 e HB3 para comparacdo e
identificacdo dos perfis genéticos das amostras analisadas.

A reacao foi realizada em sistema de PCR em tempo real LightCycler, nas

condicfes: 95°C por 10 min, 95°C por 10s, 45°C por 10s, 65°C por 15s, durante 40

ciclos, com posterior etapa de dissociacao consistindo em um ciclo a 95°C por 2 segq,

32°C por 20seg e aquecimento gradual até 75°C, com a medicdo constante da

fluorescéncia.

3.7.2 Gene pfATP6

A genotipagem do gene pfatp6 foi determinada através das metodologias de

sequencimento aumatico do DNA, para um subgrupo de 12 amostras, e PCR-RFLP
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para deteccao de mutacdes ja descritas no gene em um total de 70 amostras das 12

diferentes localidades estudadas.

e Sequenciamento de DNA

Por tratar-se de um estudo pioneiro em amostras do estado do Amazonas, foi
realizado o sequenciamento de um segmento de aproximadamente 3kb do gene
pfatp6 em um subgrupo de amostras para busca de novas mutacdes. Foi realizada a
busca de mutagbes ja descritas, nas posi¢cdes 110, 1888, 1916, 2306 e 2694. As
sequéncias das amostras de P. falciparum obtidas apds sequenciamento foram

alinhadas com a sequéncia do clone 3D7 para comparacédo dos perfis genéticos.

Cinco pares de oligoiniciadores foram utilizados para amplificacdo da regido alvo
28 a 3078 (Ferreira et al, 2007a). As sequéncias dos segmentos amplificados
apresentam-se sobrepostas, facilitando, dessa forma, o alinhamento posterior, além
de permitir a utilizacdo dos mesmos oligoiniciadores na reacdo de sequenciamento,

sem a perda de sequéncias (quadro 01).

PRIMERS pfATP6 Tamannho do
amplicon (pb)
1F - CATACGATG TTGAGGATGTAC 690
2R - GACCTATTTCAGTCTTCATACC
3F - GAGAATCCTGTTCAGTTGAC 744
4R - ATCCTTCTTCTCCATCATCC
5F - ACCGTGTTTCATTTGTTTAGAG 770
6R - CCATTTGTTGTTGCCTGAGC
7F - AATCACCAAGGGGTATCAAC 711
8R - ACGTATACCAGCCATATGG
9F - TTCAAAATATGGGAAAAAGAGCA 805
10R - TGTTGCTGGTAATCCGTCAG

Quadro 01: Seqiiéncia dos oligoiniciadores utilizados para sequenciamento do gene pfatp6,
e seus respectivos tamanhos.
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Na reacdo de amplificacdo dos segmentos do gene pfatp6 foram utilizados
tampéao 10X, 2,5mM de MgClz, 0,2mM de dNTPs, 25pMol de cada oligoiniciador e
3U de Tag polimerase, para um volume final de 50 pL. As condicBes de amplificacao
utilizadas foram 94°C por 3min; 94°C por 30s; 53°C por 45s; 72°C por 45s, durante

30 ciclos e extenséo final a 72°C por 10min.

Os produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose 2%, corados com
brometo de etideo (10mg/ml), por meio de transiluminador UV. A purificacdo desses
produtos de PCR para posterior sequenciamento do DNA foi através da utilizacdo do
kit comercial ILLUSTRA ™, GE Healthcare, seguindo o protocolo recomendado pelo

fabricante.

A reacdo de sequenciamento foi realizada utilizando o kit Big Dye Terminator
v3.1, do fabricante Applied Biosystems, em sequenciador automatico Applied
Biosystems, ABI 310. Para cada segmento de DNA gerado, foi realizado o
sequenciamento utilizando ambos os oligoiniciadores que flanqueiam a regido
amplificada, o que permite a identificacdo de possiveis artefatos, isto €, falsos pontos

de mutacgdes, nas sequéncias analisadas.

As sequéncias do gene pfatp6 obtidas das amostras de campo utilizadas foram
alinhadas a sequéncia do clone 3D7, para comparacdo entre perfis genéticos
selvagens e mutantes, utilizando software disponivel on-line (http://bioinfo.genopole-

toulouse.prd.fr/multalin/multalin.html).


http://bioinfo.genopole-toulouse.prd.fr/multalin/multalin.html
http://bioinfo.genopole-toulouse.prd.fr/multalin/multalin.html
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e PCRRFLP

Para analise de mutacdes ja descritas no gene pfatp6, foram utilizados ensaios
de PCR-RFLP para deteccdo das mutagcbes G2306A, G1916A e A2694T, segundo

Ferreira et al., 2007b.

Coordenadas/ Tamanho dos fragmentos apds
Oligoinciador SNP AA Tamanho(pb)  Enzima restricio

PfATP6-1916F
TATAGGAGAAAATACATTTGALCATG 1889 a 2055
PfATP6-1916R G1916A G639D Pagl G 166 A 144
ACATTCATTTCTCCAAGAAGAA 166 22
PfATP6-769S-F
ACTTAGCTTTGCTTATAAAAACTTAA 2279 a 2551
PfATP6-769S-R G2306A S769N BsPTI G 250 A 272
AATTATCCTTTTCATCATCTCC 272 22
PfATP6-2694F
GAATTGTTTTCTGTAGAACTGAAC 2650 A 2832 Tasl A 181 T 142
PfATP6-2694R A2694T — 1 39
ATCTGATGCTTCTTTAGCTACC 182 1

Quadro 02: InformacOGes sobre os ensaios de PCR-RFLP para deteccdo das mutacdes
pontuais no gene pfatp6. Quadro adaptado de FERREIRA et. al., 2007b.

3.8 GENOTIPAGEM - P. vivax

3.8.1 Gene pvmdr

Para genotipagem do P. vivax foram desenhados oligoiniciadores e sondas
utilizando sistema Tagman para deteccdo de SNPs através de PCR em Tempo Real.
A metodologia consiste na amplificagdo de um segmento de DNA contendo a
mutacdo de interesse, somado a utilizacdo de sondas especificas para cada alelo
estudado, cada uma marcada com duas moléculas distintas: o reporter, uma
molécula emissora de fluoréncia na posicao 5" e o quencher, um abafador de sinal

na posicdo 3°. Na sonda, a proximidade do quencher ao reporter ndo permite a
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emissdo da flourescéncia. Durante a extensdo, a enzima Taq polimerase cliva a
sonda, que deve estar anelada entre os dois iniciadores, a separacao fisica das
moléculas quencher e reporter permite a emissédo da flourescéncia, captada entdo
pelo equipamento. Os iniciadores e sondas foram desenhados utilizando o programa

Primer Express versao 3.0, da Applied Biosystems.

A regido estudada compreende os nucleotideos das posicbes 2897 a 3259,
contendo as muta¢des nao-silenciosas dos nucleotideos 2927 e 3226, nos cédons

976 e 1076.

Para a andlise da mutacdo presente no codon 976 foi desenhado um ensaio
utilizando sistema Tagman, para amplificacdo de um segmento de DNA de 120pb.
Os iniciadores utilizados foram 976F 5" CTATCGTGGCGGCTGTACTG 3" e 976R 5’
GCTGTGCCTGGTTGGTTGA 3°. Além dos iniciadores, foram desenhadas duas
sondas, 976P1 5" CCGGAACGTTCTT 3" e 976P2 5" CCGGAACGTACTTC 3’, cada
uma com a sequéncia do alelo a ser pesquisado, marcadas com corantes diferentes,

FAM e VIC, respectivamente (Figuras 8).

A analise da segunda mutacdo teve como iniciadores as sequencias 1076F
5" GAAAGACGCTAATAAATTCGATGCT 3" e 1076R 5° AACCAAACCAGTAGGCA
AAACTG 3" foram desenhados iniciadores para amplificacdo de um produto de PCR
de aproximadamente 90pb. Semelhante a anterior, foram desenhadas sondas
especificas para cada alelo, 1076P1 5° AGAGTGCCCAATTT 3 e 1076P2 5%
CAGAGTGCCCAACTT 3 marcadas com corantes diferentes, FAM e VIC,

respectivamente.
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Para realizacao da reacao foram utilizados 200nM de cada iniciador e 150nM de
cada sonda, adicionadas ao mix de reagentes para PCR fornecidos pelo fabricante
Applied Biosystems, num volume final de 20ul. As recbes foram realizadas em
sistema de PCR em Tempo Real 7500Fast, Applied Biosystems, nas seguintes

condicdes, 95°C por 10 min, 92°C por 15seg, 60°C por 90 seg, durante 50 ciclos.

A) Component
Component[s]
I W~ ram
L7 W ~ rox
B~ vic
d_fJ/
1 234667 8 9101113131415161718192031 232334252627 2839303132333435363738304041424344454647484850
B) Component
Component(s)
W v Fam
W v rOx
M ¥ vic
T _~~—"//
— | ———
1 3 & T ] 11 13 18 17 18 21 23 28 27 28 a1 33 38 ar 38

Figura 8: Curva de detecc¢do de fluorescéncia. A) Apenas a fluorescéncia do alelo detectado
apresenta aumento gradual durante a reacdo de PCR. B) Aumento gradual das duas
fluorescéncias presentes no meio, identificando ambos os alelos na mesma amostra
(multiclonal).
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4. RESULTADOS

4.1 Amostragem e Localidades

Foram incluidas no presente estudo 662 amostras de sangue parasitados por P.
falciparum e/ou P. vivax de diferentes localidades endémicas no estado do
Amazonas (Tabela 01), coletadas durante os anos de 2004 a 2006. Para obtencéo
das amostras contou-se com o auxilio das Secretarias municipais de saude dos
respectivos municipios visitados e da FUNASA, 6rgao responsavel pelo diagndstico
e tratamento da doenca nos diferentes municipios visitados. As coletas realizadas no
municipio de Manaus foram obtidas de individuos atendidos na Fundacdo de

Medicina Tropical do Amazonas - FMTAM.

Apoés diagnostico positivo pela técnica da gota espessa (G.E.) para uma das
duas espécies de Plasmodium ja citadas, o paciente foi encaminhado para
entrevista, para assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido e coleta de

sangue em tubos com anticoagulante, para posterior extracdo de DNA.

Gota Espessa

Localidade P. falciparum P. vivax Total

N % * N % * N % total
AUTAZES 5 41,7 7 58,3 12 1,8
BARCELOS 3 27,3 8 72,7 11 1,7
BORBA 6 50,0 6 50,0 12 1,8
CAREIRO 17 27,9 44 72,1 61 9,2
COARI 15 53,6 13 46,4 28 4,2
GUAJARA 12 70,6 5 29,4 17 2,6
HUMAITA 8 30,8 18 69,2 26 3.9
ITACOATIARA 20 80,0 5 20,0 25 3,8
MANAUS 103 24,1 324 75,9 427 64,5
PRESIDENTE FIGUEIREDO 1 11,1 8 88,9 9 14
SAO GABRIEL DA CACHOEIRA 3 21,4 11 78,6 14 2,1
TEFE 11 55,0 9 45,0 20 3,0
Total geral 204 458 662 100,0

* 0% por Localidade

Tabela 01: Localidades de coleta das amostras de P. falciparum e P. vivax.
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4.2 GEORREFERENCIAMENTO DAS LOCALIDADES

Durante a busca de amostras em cada municipio, foi realizado o
georreferenciamento dos pontos visitados, 0 que permitiu a construgdo de mapas
das atividades realizadas nos diferentes municipios, assim como a exata

identificacdo da procedéncia das amostras (Figura 9).

%

7 -' v
coletas 19,6120 I e
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A coletaliali

Figura 9: Foto de satélite da cidade de Tefé, com a identificacdo dos pontos de coleta das

asmostras.
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4.3 EXTRACAO DE DNA

A extracdo de DNA foi realizada através da utilizacdo de kits comerciais
disponiveis (Ultraclean, MO BIO) ou através da utilizacdo de resina Chelex

(BIORAD), segundo protocolo em anexo.

4.4 DIAGNOSTICO MOLECULAR

Para confirmacdo do diagndstico microscopico e identificacdo de possiveis
infeccbes mistas ndo detectadas pela técnica da gota espessa, todas as amostras
foram submetidas ao diagndstico molecular pela técnica de Nested-PCR ja
empregada na geréncia de malaria da FMTAM. Em adicdo, foi realizada a
padronizacdo da técnica de diagnéstico molecular em Tempo Real, utilizando, como
corante fluorescente, o Sybr Green, de acordo a metodologia descrita por de

Monbrison et al., 2003.

4.4.1 Nested-PCR

Apé6s amplificacdo dos produtos alvo foi realizada a eletroforese em gel de
agarose 2%, e visualizacdo em transiluminador UV, com posterior fotodigitalizacao
do gel (figura 10). Foram diagnosticadas como monoinfeccdo por P. falciparum 167
(25,2%) amostras e como monoinfecgéo por P. vivax 343 (51,8%) amostras. Através
desta metodologia de diagnostico molecular foram identificadas 148 (22,4%)
infeccbes mistas, detectadas pela técnica da gota espessa apenas como

monoinfeccéo, sendo 35 diagnosticas como P. falciparum e 113 como P. vivax. Nao
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houve amplificacdo em quatro amostras de DNA testadas, uma do municipio de

Barcelos e trés do municipio de Manaus.

MW 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 NEGPv Pf

500pb

200pb <« 205pb

<+ 120pb

Figura 10. Diagnostico Molecular de monoinfeccdo pelo P.falciparum. A figura representa
um gel de agarose 2% corado com brometo de etideo e observado apds transiluminagéo
com luz ultravioleta. Todas as amostras testadas (1 a 10) apresentam uma banda de
205pb referentes a amplificacdo prevista para P.falciparum. Nas trés ultimas raias do gel
temos os controles: Negativo (NEG), de P. vivax (Pv) e P. falciparum (Pf).

Nested-PCR Total
Localidade P. falciparum P. vivax Mista Negativo
N % * N % * N % * N % * N
AUTAZES 5 41,7 4 33,3 3 25,0 12
BARCELOS 1 9,1 8 72,7 1 9,1 1 9,1 11
BORBA 4 33,3 4 33,3 4 33,3 12
CAREIRO 16 26,2 39 63,9 6 9,8 61
COARI 15 53,6 9 32,1 4 14,3 28
GUAJARA 8 47,1 4 23,5 5 29,4 17
HUMAITA 5 19,2 19 73,1 2 7,7 26
ITACOATIARA 15 60,0 3 12,0 7 28,0 25
MANAUS 85 19,9 235 55,0 104 24,4 3 0,7 427
PRESIDENTE FIGUEIREDO 1 111 5 55,6 3 33,3 9
SAO GABRIEL DA CACHOEIRA 2 14,3 5 35,7 7 50,0 14
TEFE 10 50,0 8 40,0 2 10,0 20
Total 167 25,2 343 51,8 148 22,4 4 0,6 662

* 0% por localidade

Tabela 02: Resultados do diagnéstico molecular por Nested-PCR.

4.4.2 PCR em Tempo Real

Foram realizadas as padroniza¢des de diagndstico molecular das espécies de P.
vivax e P. falciparum através de protocolo de PCR em Tempo Real, utilizando como

corante o Sybr Green e metodologia descrita por de Mombrison et al., 2003.
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Depois de realizado o ciclo de amplificacdo das amostras foi adicionada a etapa
de dissociacéo para identificacdo da temperatura de dissociacado (Tm) especifica do
produto de PCR gerado. Para a espécie P. vivax o produto de PCR gerado
apresentou uma Tm de 75°C (x1°C) e o produto de PCR gerado para o P. falciparum
apresentou a Tm de 81°C (+1°C). Produtos inespecificos (primer-dimer)

apresentaram Tm inferiores as geradas pelos produtos-alvo.

Durante a padronizacdo da técnica, foram analisadas 277 amostras de DNA de
pacientes de diferentes localidades, listados na tabela 03. A técnica consiste em
duas amplificacbes separadas, utilizando oligoiniciadores especificos para cada
espécie de Plasmodium. Foram identificadas como infeccdo por P. falciparum 113
amostras, equivalente a 40,8% das amostras analisadas e 40 (14,4%) das amostras
foram identificadas como P. vivax. Durante a padronizacdo 103 amostras foram
negativas para ambas as espécies e 15 foram identificadas como infec¢cdo mista de

P. vivax e P. falciparum.

PCR Tempo Real
Localidade P. falciparum Negativo P. vivax Mista

N % * N % * N % N g+ rotal
AUTAZES 3 30,0 > 20,0 Z 70,0 1 00 10
BARCELOS 1 33,3 1 33,3 0 1 33,3 3
BORBA 5 41,7 6 50,0 0 1 8,3 12
CAREIRO 5 238 15 714 1 4,8 0 0,0 21
COARI 6 31,6 11 57,9 0 2 105 19
GUAJARA 10 769 0 0,0 0 3 231 13
HUMAITA 5 50,0 1 10,0 3 30,0 1 100 10
ITACOATIARA 9 37,5 9 37,5 4 16,7 2 8,3 24
MANAUS 50 424 51 367 26 187 3 22 139
PRESIDENTE FIGUEIREDO 0 0,0 4 1000 O 0 0,0 4
SAO GABRIEL DA CACHOEIRA 2 22,2 6 66,7 1 11,1 0 0,0 9
TEFE 8 61,5 3 23,1 1 7.7 1 7.7 13
Total geral 113 40,8 103 372 40 144 15 54 277

* 0% por Localidade

Tabela 03: Resultados obtidos pela técnica de PCR Tempo Real.
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4.4.3 Comparagao Dos Resultados De Diagndéstico Molecular

e Gota Espessa x Nested-PCR

Ao comparar os resultados obtidos na técnica da gota espessa e de diagndstico
molecular, observou-se a deteccdo de P. falciparum pela G.E. em 204 (30,8%)
amostras analisadas, pela técnica de nested-PCR foram detectados 167 (25,2%)

amostras de P. falciparum.

Na deteccao do P. vivax, foram obtidas pela G.E. 458 (69,2%) amostras positivas
para esta espécie enquanto pela técnica de nested-PCR foram detectadas 343

(51,8%) amostras.

Através da nested-PCR foi possivel a identificacdo de 148 (22,3%) de infeccdes
mistas ndo diagnosticadas na G:E. Em quatro amostras (0,6%) analisadas pela

nested-PCR ndo houve amplificacdo para nenhuma das espécies de Plasmodium

estudadas.
Gota espessa
Nested-PCR P. falciparum P. vivax Total

N % N % N %
P. falciparum 160 24,2 7 11 167 25,2
Negativo 4 0,6 0,0 4 0,6
P. vivax 5 0,8 338 51,1 343 51,8
Infeccdo Mista 35 53 113 17,1 148 22,4
Total 204 30,8 458 69,2 662 100,0

Tabela 04: Comparacao dos resultados obtidos pelas técnicas GE x Nested-PCR.

O calculo da co-positividade e co-negatividade da nested-PCR em relacdo a G.E.,

padrdo-ouro no diagnostico da malaria, foi calculado utilizando o programa Epilnfo
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6.0. Para a espécie P. falciparum a co-positividade obtida foi de 78,4% e a co-
negatividade de 98,5%, para a espécie P. vivax foram obtidos os valores de 73,8% e

97,5% para co-positividade e co-negatividade respectivamente.

G.E. x Nested-PCR — P. falciparum

Gota Espessa
Positivo Negativo
Nested PCR Positivo 160 7
Negativo 44 451

Co-positividade: 78,4% (72% - 83,7%) intervalo de confianca: 95%

Co-negatividade: 98,5% (96,7% - 99,3%) intervalo de confianca: 95%

G.E. x Nested-PCR - P. vivax

Gota Espessa
Positivo Negativo
Nested PCR Positivo 338 5
Negativo 120 199

Co-positividade: 73,8% (69,5% - 77,7%) intervalo de confianca: 95%

Co-negatividade: 97,5% (94,1% - 99,1%) intervalo de confianca: 95%

e GE x Nested-PCR x PCR em Tempo Real

Para melhor visualizacdo de todos os experimentos realizados foram agrupados

os resultados obtidos pelas trés técnicas de diagnéstico empregadas neste estudo

(Tabela 05). Através da comparacado dos resultados € possivel identificar total
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concordancia entre as técnicas em 91 (32,9%) amostras, diagnosticadas como P.
falciparum, 7 (2,5%) amostras identificadas como P. vivax. Além desses resultados
houve concordancia também entre as duas técnicas de diagnostico molecular em 15
(5,5%) amostras identificadas como infeccdo mista, 1 (0,4%) amostra identificada

como P. vivax e 2 (0,7%) identificadas como negativas.

N (277) G.E. Nested-PCR PCR Tempo Real
91 (32,9%) pf pf pf
69 (24,9%) pf pf Ng

2 (0,7%) pf Ng pf
2 (0,7%) pf Ng Ng
3 (1,1%) pf pv Ng
17 (6,1%) pf pv+pf pf
7 (2,5%) pf pf+pv Ng
1 (0,4%) pf pv pf
1 (0,4%) pf pv pv
9 (3,2%) pf pv+pf pv+pf
2 (0,7%) pf pv+pf pv
2 (0,7%) pv pf pv+pf
3 (1,1%) pv pv Ng
25 (9%) pv pv+pf Ng
7 (2,5%) pv pv pv
30 (10,8%) pv pv+pf pv
6 (2,2%) pv pv+pf pv+pf

Tabela 05: Comparacao dos resultados obtidos pelas trés técnicas utilizadas no estudo,
G.E. x Nested-PCR x PCR Tempo Real.

Apo6s comparacdo dos resultados obtidos por ambos os métodos, realizou-se a
selecéo das amostras utilizadas na genotipagem de P. falciparum e P. vivax. Para o
presente estudo foram consideradas apenas as amostras que obtiveram total

concordancia nos métodos de diagnostico empregados.
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4.5 GENOTIPAGEM - P. falciparum

4.5.1 Gene pfcrt

Para o estudo de mutacfes pontuais no gene pfcrt, marcador de resisténcia a
CQ, foram utilizadas sondas de hibridacdo, contendo corantes flurescentes, cujas
sequencias reconhecem os alelos mutantes M74l, N75E e K76T. A detecgéo foi por
meio de sistema de PCR em tempo real, utilizando curva de dissociacdo para
obtencdo dos perfis genéticos, segundo metodologia descrita por de Monbrison et

al., 2003.

Treze amostras de DNA de P. falciparum, dos municipios de Manaus (8), Careiro
(3), Humaita (1) e Tefé (1) foram analisadas, utilizando como controles das reactes
os clones, HB3, sensivel a cloroquina e com perfil selvagem, 7G8, clone sul-
americano com a mutacao K76T e W2, mutante para as trés posicdes citadas. Das
oito amostras analisadas da cidade de Manaus, duas néo apresentaram o perfil 7G8,
mutante 76T. Uma amostra apresentou o perfil semelhante ao observado na cepa
W2 e a outra um perfil intermediario entre os controles HB3 e 7G8, indicando um
hibrido desses dois gendtipos. Todas as demais amostras demonstraram perfil

semelhante ao do clone 7G8, mutante 76T (Figura 10).
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Figura 11: Gréafico das curvas de dissociacdo das amostras de P. falciparum
analisadas por meio de sondas de hibridag&o. Linha vermelha indica a temperatura
de dissociacédo (Tm) do controle HB3, Linha verde indica a Tm do controle 7G8 e a
linha azul indica a Tm do controle W2.

4.5.2 Gene pfATP6

e SEQUENCIAMENTO DE DNA

Para obtencdo do segmento de DNA de aproxidamente 3kb do gene pfatp6 e
busca de novas mutacdes foram selecionadas 12 amostras de DNA de 10 diferentes
localidades (Autazes lat. S 03° 34'40,3” e long. O 059° 07°47,9”, Barcelos lat. S 00°
28'59,7” e long. O 062° 55'24,6”, Borba lat. S 04° 23'18,6” e long. O 059° 35'40,4",
Coari lat. S 04° 05’05,4” e long. O 063° 08'26,4”, Guajara lat. S 07° 17'46,5” e long.
O 072° 38'19,3"), Humaita lat. S 07° 31'17,5” e long. O 063° 01'45,7”, Itacoatiara
lat. S 03° 08'29.5” e long. O 058° 26°36.3”, Manaus lat. S 03° 05'13.3” e long. O
060° 2'5,13”, Sdo Gabriel da Cachoeira lat. S 00 07'29.2" e long. O 067° 05 74.8" e

Tefé lat. S 03° 20'48.2” e long. O 064° 42'29.1") (Figura 11).
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Figura 12: Localizacdo das amostras sequenciadas. 1. Manaus, 2. Borba, 3. Autazes, 4.
Itacoatira, 5. Barcelos, 6. Sdo Gabriel da Cachoeira, 7. Coari, 8. Tefé, 9. Guajara, 10.
Humaita

Utilizando cinco pares de oligoiniciadores descritos por Ferreira et al., 2007,
foram amplificados para cada amostra de DNA os cinco produtos de PCR contendo

a regiao de interesse, gene pfatp6 (Figura 12).

MW1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 12 13 14 15 16 17

700pb 3
500pb »

Figura 13: Foto ge gel de agarose 2%, corado com brometo de etideo e visualizado em
transiluminador UV, contendo os produtos de amplificacdo obtidos com diferentes primers.
Raias 1 a 10: Amplicons gerados pelos primers 3F/4R; Raias 12 a 19: Amplicons gerados
pelos primers 7F/8R.
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Apoés visualizacdo em gel de agarose 2%, corado com brometo de etideo, foi
realizada a purificacdo dos produtos de pcr para realizacdo da reacdo de
sequenciamento. A purificacdo foi realizada utilizando o kit comercial ILLUSTRA™,
GE Healthcare. Os produtos de PCR foram sequenciados diretamente, sem a etapa
de clonagem, utilizando corantes Big Dye Terminator, Applied Biosystems, v.3.1.
Foram utilizados no sequenciamento ambos os oligoiniciadores, obtendo-se, assim,

duas sequéncias para cada produto de PCR em cada amostra analisada (Figura 13).

50 el 7] 20 30 Eu]]
r 42 CT ATTACTTTTATGAAAGTTCAAATAACAAAT GATATATAT GCAGGTGAATCATCTT

i

S0 en 70 an an 100
ATAC CT ATTACTTTTATGAAAGTTCAAAG AACAAATGATATATATGCAGGTGAATCATCTTT
V =] S F

gl

Figura 14. Eletroferogramas obtidos utilizando o programa ClustalX, contendo uma amostra
com perfil selvagem e uma com perfil mutante para posicdo T1204G, detectada em amostra
do municipio de Guajara.

As sequéncias obtidas, utilizando o oligoiniciador reverso, foram editadas
utilizando software disponivel on line (http://www.bioinformatics.org/sms/) para
obtencdo da sequencia complementar e reversa. As sequencias editadas foram
alinhadas a obtida pelo primeiro oligoiniciador e a sequéncia do clone 3D7 para
confirmacdo dos pontos de mutagcdo. Os alinhamentos foram realizados utilizando

software disponivel on line (http://bioinfo.genopole-

toulouse.prd.fr/multalin/multalin.html) (Figura 14).



http://www.bioinformatics.org/sms/
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1051 1100
p.f.3D7 GATGTACAAC GGTTATATGT TCTGATAAAA CAGGTACCCT TACAACAAAT
pf.AM28 GATGTACAAC GGTTATATGT TCTGATAAAA CAGGTACCCT TACAACAAAT

1101 1150
p.T.3D7 CAAATGACAA CAACCGTGTT TCATTTGTTT AGAGAATCTG ATTCTTTAAC
pf.AM28 CAAATGACAA CAACCGTGTT TCATTTGTTT AGAGAATCTG ATTCTTTAAC

1151 1200
p.-F.3D7 AGAATACCAA CTATGTCAAA AAGGGGATAC CTATTACTTT TATGAAAGTT
pf.AM28 AGAATACCAA CTATGTCAAA AAGGGGATAC CTATTACTTT TATGAAAGTT

1201 1250
p-F.3D7 CAAACTTAAC AAATGATATA TATGCAGGTG AATCATCTTT TTTTAATAAA
pf.AM28 CAAACGTAAC AAATGATATA TATGCAGGTG AATCATCTTT TTTTAATAAA

1251 1300
p.-f.3D7 TTAAAAGATG AAGGAAATGT TGAAGCTTTA ACGGATGATG GAGAAGAAGG
pf.AM28 TTAAAAGATG AAGGAAATGT TGAAGCTTTA ACGGATGATG GAGAAGAAGG

1301 1350
p.-F.3D7 ATCAATTGAT GAAGCTGATC CATATAGTGA TTATTTTTCT AGTGATAGTA
pf.AM28 ATCAATTGAT GAAGCTGATC CATATAGTGA TTATTTTTCT AGTGATAGTA

1351 1400
p.T.3D7 AGAAAATGAA AAATGATTTA AACAACAACA ATAATAATAA TAATAATAGT
pf.AM28 AGAAAATGAA AAATGATTTA AACAACAACA ATAATAATAA TAATAATAGT

62

Figura 15: Alinhamento da sequencia do clone 3D7, padrédo de perfil molecular selvagem,
com a sequencia da amostra 28, coletada no municipio de Humaita, com a identificacdo da
mutacao 1204G.

Foram detectados perfis mutantes em todas as amostras analisadas, e 0s pontos
de mutacdes localizados nos nucleotideos 1204, 1888 e 2694. A primeira mutacao,
na posicdo 1204 onde houve a troca do nucleotideo T—G e consequente alteracao
do aminoacido transcrito, Leucina (TTA) — Valina (GTA), foi observada em trés

amostras analisadas, duas do municipio de Guajard e uma do municipio de Humaita.

A segunda mutagdo analisada, na posicao 1888, apresentou a troca do
nucleotideo G—T e consequente alteracdo do aminoacido transcrito, Alanina (GCT)
— Serina (TCT). Esta mutacdo foi encontrada nas mesmas amostras que

apresentaram a mutagdo da posicdo 1204 e em mais seis amostras, duas do
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municipio de Manaus e quatro distribuidas nos municipios de Tefé, Sdo Gabriel da

Cachoeira, Coari e Borba.

A terceira mutacdo detectada localiza-se na posicdo 2694, onde se pode
observar a troca de nucleotideos T—A, sem alteracao na transcricdo do aminoacido

(Isoleucina) e foi encontrada em todas as 12 amostras analisadas (Quadro 3).

NS NS NS NS NS Sin

Amostra 110 1204 1888 1916 2306 2694
3D7 G T G G G T
AMB0 G T G G G A
AM70 G T G G G A
AM84 G T G G G A
AM13 G T T G G A
AM24  ND T T G G A
AM88 G T T G G A
AM116 G T T G G A
AM123 G T T G G A
AM222 G T T G G A
AM28 G G T G G A
AM103 G G T G G A
AM106 G | Ll & G A

Quadro 03: Haplétipos das amostras analisadas por sequenciamento automatico.

e PCR-RFLP

A busca de mutacbes conhecidas no gene pfATP6 foi realizada através de
ensaios de PCR-RFLP e PIRA-PCR (Primer-introduced restriction analysis),
desenhados especificamente para a deteccdo das mutacbes anteriormente
encontradas em amostras brasileiras. Foram analisados trés pontos de mutacao no

gene pfatp6: G1916A, G2306A e T2694A, em 54 amostras de P. falciparum
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coletadas nos municipios de Autazes, Barcelos, Borba, Coari, Guajara, Humaita,

Itacoatiara, Manaus, Sao Gabriel da Cachoeira e Tefé (Tabela 6).

Mutacao G1916A

Através da técnica de PIRA-PCR foi criado o sitio de reconhecimento para a
enzima de restricdo Pagl, devido a auséncia de sitio de restricdo natural na
sequéncia a ser estudada. Houve a insercdao do nucleotideo “T” na posi¢cdo 22 do
oligoiniciador utilizado para criar o sitio de restricdo da enzima Pagl (TYCATGA) e a
consequente diferenciagao das amostras com perfil selvagem, produto de PCR com
o tamanho de 170pb e perfil mutante, com 2 fragmentos, um de 144pb e outro de

22pb.

Na presenca do alelo mutante “A”, a enzima reconhece o sitio-alvo e corta 0
produto de PCR em dois fragmentos. Na presenca do alelo selvagem “G” ndo h4 o
reconhecimento do gene o produto de PCR ndo sofre digestdo enzimatica,

permanecendo com o tamanho inicial.

N Fragmentos Coordenadas Tamanho (bp)
1 Pagl-(Direita) 23-166 144
2 (Esquerda)-Pagl 01-22 22

Foram analisadas 54 amostras de P. falciparum estudadas, em 5 amostras nao

houve amplificacdo do produto-alvo. As 49 amostras amplificadas apresentaram o
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alelo selvagem no nucleotideo 1916, mantendo o mesmo perfil observado no clone

3D7 (Figura 15).

Mw3b7 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

200phb

Figura 16: Gel de agarose 2%, corado com brometo de etideo, e visualizado em
transiluminador UV, contendo amostras de 1 a 18, apos digestdo enzimatica.

Mutacao G 2306A

Devido a auséncia de sitios de restricdo naturais assim como observado na
mutacao anterior, foi adicionado ao niciador o nucleotideo “C” na posi¢do 22, o que

permitiu a criacdo do sitio de restricdo artificial para a enzima BsPTI — Aflll

(C'TTAAG).

Na presenca do alelo selvagem G, a enzima de restricdo reconhece o sitio-alvo
de digestdo e obtém-se, como produto, dois fragmentos de DNA. Na presenca do
alelo mutante a enzima € incapaz de exercer sua funcdo, ndo ocorre a digestao

enzimatica e o produto de PCR permanece inalterado.

N Fragmentos Coordenadas Tamanho (bp)
1 BspTI-(Direita) 23-272 250
2 (Esquerda)-BspTI 01-22 22
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Das 54 amostras analisadas 8 ndo amplificaram o produto alvo, 44 foram
analisadas e nenhuma dessas amostras apresentou o alelo mutante no nucleotideo
2306, apenas o perfil selvagem, semelhante ao perfil do clone 3D7, utilizado como

controle da reacao (Figura 16).

Mw 3D71 2 3 4 5 6 78 9 1011 12*13 14 15

300pbp

Mw 3D7 3D7* 16 16* 17

300pb

Figura 17: Foto ilustrando gel de agarose 2%, corado com brometo de etideo, e visualizado
em transiluminador UV. * Amostras ndo digeridas incluidas no gel para facilitar a
visualiza¢&o da restricao.

Mutacao T2694A

Na sequéncia de DNA proxima ao ponto de mutacdo 2694 foram reconhecidos
dois sitios de restricdo para a enzima Tas | (LAATT). Dessa forma, foram
desenhados oligoiniciadores para amplificacdo de um produto de aproximadamente
270pb. Na presenca do alelo selvagem T, a enzima reconhece dois sitios de

restricdo, gerando trés fragmentos de DNA de tamanhos 142pb, 39pb e 1pb.
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N Fragmentos Coordenadas Tamanho (bp)
1 Tasl-(Direita) 41 - 182 142

2 Tasl - Tasl 2-40 39

3 (Esquerda)-Tasl 1-1 1

Na presenca do alelo mutante, apenas um sitio de restricdo € reconhecido pela
enzima, gerando dois fragmentos com 181pb e 1pb, tamanhos distintos aos

observados na presenca do alelo selvagem.

N Fragmentos Coordenadas Tamanho (bp)
1 Tasl-(Direita) 2-182 181
2 (Esquerda)-Tasl 1-1 1

Foram analisadas 54 amostras de P. falciparum, apenas 1 amostra nao
amplificou o produto-alvo. Observou-se a presenca do alelo mutante em 100% das
amostras analisadas, diferenciando-as do perfil exibido pelo clone 3D7, perfil

selvagem (Figura 17).

Mw3D71 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 1718

Figura 18: Gel de agarose 2%, corado com brometo de etideo, e visualizado em
transiluminador UV. Amostras digeridas com a enzima Tas |.
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Localidade Amostra 1916 2306 2694
Holanda 3D7* G G T
TF AM12 G G A
TF AM13 G G A
TF AM15 G G A
TF AM16 G G A
TF AM17 G G A
TF AM18 G G A
TF AM21 G G A
SGC AM24 G G A
SGC AM25 G G A
HT AM26 G G A
HT AM28 G G ND
HT AM29 G G A
HT AM30 G G A
HT AM31 G G A
BC AMB0 G G A
ITA AM68 ND ND A
ITA AM70 G G A
ITA AM71 G G A
ITA AM73 G G A
ITA AM75 G G A
ITA AM77 G G A
ITA AM78 G ND A
AUT AM82 G G A
AUT AM84 G G A
AUT AM85 G G A
COA AMS88 G G A
COA AM94 G G A
COA AM97 G G A
COA AM99 G G A
COA AM100 G G A
COA AM102 G G A
GJR AM103 G G A
GJR AM105 ND ND A
GJR AM106 G G A
GJR AM108 G ND A
GJR AM109 G ND A
GJR AM110 G G A
GJR AM113 ND ND A
GJR AM114 G G A
BOR AM116 G G A
BOR AM118 G G A
BOR AM120 G G A
MAN AM123 G G A
MAN AM128 G G A
MAN AM129 G G A
MAN AM133 ND ND A
MAN AM153 ND ND A
MAN AM155 G G A
MAN AM156 G G A
MAN AM157 G G A
MAN AM161 G G A
MAN AM211 G G A
MAN AM212 G G A
MAN AM222 G G A

Tabela 06: Resultados totais das amostras analisadas por PCR-RFLP. Legenda: TF: Tefé,
SGC: Sado Gabriel da Cachoeira, HT: Humaita, BC: Barcelos, ITA: Itacoatiara, AUT: Autazes,
COA: Coari, GJR: Guajard, BOR: Borba, MAN: Manaus. ND: Nao determinado. * Cepa
padrdo do experimento.
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GENOTIPAGEM - P. vivax

Para genotipagem de 100 amostras de P. vivax utilizando o gene pvmdr foram
utilizadas sondas Tagman® MGB especialmente desenhadas para deteccdo de
mutacfes pontuais nos coédons 976 e 1076, através de sistema de PCR em Tempo

Real (Grafico 1).

A andlise da primeira mutacdo pontual, no codon 976, onde ha a alteracdo do
segundo nucleotideo do codon (TAC—TTC) conferindo a troca do aminoéacido
transcrito de Tirosina para Fenilalanina demonstrou a presenca do alelo mutante em
11 amostras analisadas (Figura 18). As amostras estdo distribuidas entre quatro
municipios estudados: Manaus, Autazes, Coari e Tefé. Adicionalmente a detec¢éo
do alelo mutante pode-se observar também a identificacdo do alelo selvagem nas
amostras citadas, caracterizando infeccdo por multiplos clones em uma mesma

amostra.

Delta Rn vs Cycle

12 3 45 6 7 8 910111213 1415 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50

Figura 19: Curva de amplificagdo de amostras de P. vivax, utilizando iniciadores e sondas
para o estudo da mutacéo Y976F. Amostras em duplicata, com diferentes concentracdes de
DNA, e diferentes genotipos, trés Y976 e uma Y976F (infeccdo mista).
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A andlise da segunda mutacdo pontual, no cédon 1076, houve a alteracdo do
primeiro nucleotideo do codon (TTT—CTT), também de carater ndo sinénimo,
alterando o aminoacido transcrito, Fenilalanina para Leucina. O alelo mutante foi
observado em 11 amostras analisadas, exatamente as mesmas 11 amostras
mutantes para o codon anterior. Todas as amostras que apresentaram o alelo
mutante para a primeira mutacao, apresentaram mutacao também no segundo ponto

analisado (Tabela 7).

100
100 - 89

90 -
80 -
70
60 -
50 ~
40 ~
30 +
20 11 11

o] [ ]

O _ |

2927 A 2927 T 3226 T ‘ 3226C

Frequéncia

976 1076

Alelos

Grafico 1: Distribuicdo da frequéncia das mutacdes estudadas no gene pvMDR, codons

976 e 1076.



No LOCALIDADE 976 1076

Sall El Salvador Y F
AM234 TEFE Y F
AM235 TEFE Y F
AM236 TEFE Y F
AM237 TEFE Y F
AM238 TEFE Y F
AM239 TEFE YI/F L
AM240 TEFE Y F
AM241 TEFE Y F
AM242 TEFE Y F
AM245 SAO GABRIEL Y F
AM248 SAO GABRIEL Y F
AM250 SAO GABRIEL Y F
AM252 SAO GABRIEL Y F
AM254 HUMAITA Y F
AM255 HUMAITA Y F
AM256 HUMAITA Y F
AM257 HUMAITA Y F
AM258 HUMAITA Y F
AM259 HUMAITA Y F
AM260 HUMAITA Y F
AM261 HUMAITA Y F
AM262 HUMAITA Y F
AM263 HUMAITA Y F
AM264 HUMAITA Y F
AM265 HUMAITA Y F
AM266 HUMAITA Y F
AM267 HUMAITA Y F
AM268 HUMAITA Y F
AM269 HUMAITA Y F
AM270 HUMAITA Y F
AM271 HUMAITA Y F
AM272 CAREIRO Y F
AM273 CAREIRO Y F
AM274 CAREIRO Y F
AM275 CAREIRO Y F
AM276 CAREIRO Y F
AM278 CAREIRO Y F
AM280 CAREIRO Y F
AM281 CAREIRO Y F
AM282 CAREIRO Y F
AM289 CAREIRO Y F
AM290 CAREIRO Y F
AM291 CAREIRO Y F
AM294 CAREIRO Y F
AM295 CAREIRO Y F
AM296 CAREIRO Y F
AM322 BARCELOS Y F
AM323 BARCELOS Y F
AM324 BARCELOS Y F
AM325 BARCELOS Y F
AM326 BARCELOS Y F
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Tabela 7: Resultados de Genotipagem do gene pvmdr, identificando o local de
origem das amostras e o0s aminodcidos presentes. Legenda: Y: Treonina, F:

Fenilalanina, L: Leucina.



No LOCALIDADE 976 1076
AM327 BARCELOS Y F
AM328 BARCELOS Y F
AM329 BARCELOS Y F
AM331 GUAJARA Y F
AM332 GUAJARA Y F
AM333 GUAJARA Y F
AM334 GUAJARA Y F
AM336 ITACOATIARA Y F
AM337 ITACOATIARA Y F
AM338 ITACOATIARA Y F
AM341 AUTAZES Y/F L
AM342 AUTAZES Y/F L
AM343 AUTAZES Y/F L
AM344 AUTAZES Y F
AM347 PRES. FIGUEIREDO Y F
AM348 PRES. FIGUEIREDO Y F
AM349 PRES. FIGUEIREDO Y F
AM356 COARI Y/F L
AM357 COARI Y F
AM359 COARI Y F
AM360 COARI Y F
AM361 COARI Y F
AM362 COARI Y/F L
AM363 COARI Y F
AM364 COARI Y F
AM365 COARI Y F
AM366 COARI Y F
AM369 BORBA Y F
AM370 BORBA Y F
AM371 BORBA Y F
AM375 MANAUS Y F
AM373 MANAUS YI/F L
AM385 MANAUS Y F
AM386 MANAUS Y F
AM387 MANAUS Y F
AM388 MANAUS Y/E L
AM390 MANAUS Y F
AM391 MANAUS Y/F L
AM392 MANAUS Y F
AM394 MANAUS Y F
AM395 MANAUS Y F
AM397 MANAUS YIF L
AM398 MANAUS Y F
AM404 MANAUS Y F
AM406 MANAUS Y F
AM409 MANAUS YIF L
AM411 MANAUS Y F
AMA412 MANAUS Y F
AM414 MANAUS Y F
AMA419 MANAUS Y F
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Tabela 7: Resultados de Genotipagem do gene pvmdr, identificando o local de
origem das amostras e o0s aminoacidos presentes. Legenda: Y: Treonina, F:
Fenilalanina, L: Leucina (continuacgéo).
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5. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Segundo recomendacfes da Organizacdo Mundial de Saude, o diagndstico
precoce e 0 imediato tratamento da malaria sdo direitos fundamentais das
populacdes residentes em areas de risco e constituem as bases para o controle da
endemia. O tratamento precoce e efetivo é capaz de reduzir a duracdo da doenca e
prevenir seu agravamento clinico da doenca, com a consequente diminuicdo da

mortalidade (WHO, 2005).

O diagnostico da malaria em regiées endémicas permanece sendo realizado
através da tradicional técnica da gota espessa, que apresenta como vantagens
baixo-custo, a possibilidade de diferenciacdo entre espécies e identificacdo de
formas sexuais responsaveis por manter o ciclo de transmissdo da doenca (WHO,
2001). Dentre as desvantagens dessa técnica tem-se a necessidade de pessoal
técnico experiente, com acesso a bons equipamentos e corantes, reduzida
sensibilidade em baixas parasitemias, dificuldade para diferenciacdo entre formas
jovens de diferentes espécies, gerando subnotificacdo dos casos de infeccOes

mistas ou erro no diagnoéstico da espécie (COLEMAN et al., 2002).

A busca por técnicas diagnosticas com maior sensibilidade e especificidade se faz
necessaria por diferentes razdes, seja na confirmacdo do diagndstico em casos de
malaria grave, para eficaz identificacdo de assintomaticos ou para o monitoramento

da resposta terapéutica.

O emprego de técnicas de diagnéstico molecular por amplificacdo genémica por

PCR é uma alternativa cada vez mais utilizada, dada a elevada sensibilidade e
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especificidade da técnica, que sdo superiores a observada nos demais testes
diagnoésticos. Porém, a utilizacdo em larga escala como rotina laboratorial ndo é
aconselhada devido principalmente ao elevado custo, necessidade de area e
pessoal habilitados e em virtude da demora para obtencdo do resultado

(HANSCHEID, T., 1999).

Inidmeros protocolos de PCR para a deteccdo de uma ou mais espécies estao
disponiveis na literatura, e baseiam-se, principalmente, na deteccdo de sequencias
do gene da subunidade menor do RNA ribossomal do Plasmodium sp (SSurRNA)

(SNOUNOU et al., 1993, TIRASOPHON et al., 1994).

Através da utilizacdo de substéncias fluorescentes capazes de ligarem-se ao
DNA alvo, permitindo a sua deteccéo, foi possivel o desenvolvimento da metodologia
de PCR em Tempo Real. Esta técnica realiza o monitoramento da fluorescéncia
emitida a cada ciclo de amplificacdo, permitindo nédo so0 a identificacdo da espécie,
como também a quantificacdo da amostra (de MONBRISON et al., 2003, MANGOLD
et al., 2005). Ha técnicas descritas na literatura para a detec¢cdo de uma ou todas as
quatro espécies capazes de parasitar o homem, utilizando a molécula fluorescente
Sybr green (HERMSEN et al., 2001, FABRE et al., 2003) ou através da utilizacéo de
sondas marcadas com diferentes moléculas (Tagman®), especificas para a
identificacdo das espécies presente (ROUGEMONT et al.,2004), ambos com grande
reducdo no tempo de diagndstico, em média 3 horas, e diminuicdo da contaminagéo

devido a maior automacéo do processo.
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No presente trabalho, foram utilizadas duas tecnologias de diagndstico molecular:
a Nested-PCR descrita por Snounou et al.,, 1993 e a PCR em tempo real (de
MONBRISON et al., 2003), padronizada para aplicacdo na Geréncia de Malaria da
Fundacdo de Medicina Tropical do Amazonas, centro de referencia na pesquisa da
malaria na regido. Objetivou-se a confirmacao do diagnostico obtido pela técnica da
gota espessa e identificacdo de infeccbes mistas ndo detectadas em projetos de

investigacdes cientificas.

Através da técnica da gota espessa foram obtidas 458 (69,2%) amostras de P.
vivax e 204 (30,8%) de P.falciparum nas 12 diferentes localidades estudadas. Ao
utilizar a técnica de nested-PCR foram detectadas 343 (51,8%) amostras de P.
vivax, 167 (25,2%) amostras de P. falciparum e 148 (22,3%) infec¢bes mistas. Do
total de infeccbes mistas 35 foram identificadas apenas como P. falciparum e 113
apenas como P. vivax no diagnéstico pela G.E. Em quatro amostras de DNA
testadas, todas com diagndstico de P. falciparum pela G.E., ndo houve amplificacédo

para nenhuma das espécies de Plasmodium.

Resultados falso-negativos na técnica da PCR sao conhecidos e podem ser
causados por perda de DNA durante o processo de extracdo, baixa concentracdo de
DNA na amostra, ou devido a presenca de inibidores da reacdo de PCR (BARKER et

al. 1994).

Foram calculadas a co-positividade e a co-negatividade da nested-PCR em
relacdo a G.E. e obteve-se para espécie P. falciparum co-positividade de 78,4%

(com intervalo de confianca de 95%, obtivemos como limite inferior 72% e como
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limite superior 83,7%) e co-negatividade de 98,5% (intervalo de confianca de 95%,
limite inferior de 96,7% e limite superior de 99,3%). Para a espécie P. vivax foram
obtidos como valor de co-positividade 73,8% (intervalo de confianca de 95%, limite
inferior de 69,5% e limite superior de 77,7%), e co-negatividade 97,5% (limite
inferior 94,1% e limite superior 99,1%, intervalo de confianca de 95%). Em estudo
realizado na Tailandia comparando resultados de microscopia e PCR em tempo real
foram encontrados valores de co-positividade de 97% e co-negatividade de 100%

(SWAN et al., 2005).

Em estudo anterior realizado na Geréncia de Malaria da FMTAM foram
comparadas as técnicas da PCR e gota espessa e foram obtidas resultados de co-
positividade de 96,7% e co-negatividade de 62,2% para o P.falciparum, co-

positividade de 100% e co-negatividade de 78,1% para o P. vivax (MANSO, 2004).

Foi realizada a padronizacado da metodologia de deteccdo do Plasmodium sp por
PCR em Tempo Real utilizando como corante fluorescente o Sybr green. De um total
de 277 amostras testadas durante a padronizacao 113 (40,1%) foram positivas para
P. falciparum, 40 (14,4%) para P. vivax, 15 (5,4%) como infeccdo mista e 109

(39,4%) negativas.

Das infec¢cdes mistas analisadas, confirmadas em ambas as técnicas, 9 (3,2%)
foram diagnosticadas como P. falciparum e 6 (2,2%) como P. vivax quando

analisadas pela técnica da G.E.
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Através da técnica de nested-PCR obteve-se, como resultado para as mesmas
277, amostras o total de 160 (57,8%) identificadas como P. falciparum, 15 (5,4%)
como P. vivax, 98 (35,4%) como infeccdo mista e 4 (1,4%) como negativas. A
concordancia entre as técnicas para deteccao do P. falciparum foi observada em 91
(32,9%) amostras, houve falha na amplificacdo de 69 (24,9%) amostras,
consideradas como negativas ha PCR em tempo real. Para amostras de P. vivax,
houve concordancia entre os resultados para 8 (2,9%) amostras, 1 (0,4%) amostra
foi discordante em relacdo a espécie identificada, diagnosticada como P. falciparum
na G.E. e PCR em tempo real poréem P. vivax na nested-PCR. Para 6 (2,2%)

amostras o resultado foi negativo.

Quatro amostras diagnosticadas como P. falciparum na G.E. foram consideradas
negativas na nested-PCR. Apdés analise por PCR em Tempo Real, duas foram
positivas para P. falciparum e duas permaneceram com resultado negativo. Apesar
da sensibilidade superior das técnicas de PCR em relacdo a microscopia, é possivel
a obtencdo de resultados negativos, mesmo em grandes parasitemias, devido a
fatores como degradacdo do DNA na amostra, presenca de inibidores da reacéo de
PCR ou em alguns casos devido a polimorfismos na regido de analise do DNA

(BARKER et al., 1994, TIRASOPHON et al., 1994).

Das 98 amostras consideradas infeccbes mistas na nested-PCR, apenas 15
(5,4%) também foram identificadas como infeccdo mista no PCR em tempo real, 19
(6,9%) foram consideradas apenas infec¢des por P. falciparum, 32 (11,6%) por P.
vivax e 32 (11,6%) negativas. Nao foi possivel dar seguimento a evolucdo desses

pacientes diagnosticados como infeccbes mistas, assim, ndo se pode afirmar a
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viabilidade dos parasitas detectados ou confirmar o desenvolvimento de infeccéo por

ambas as espécies no mesmo paciente.

Em 109 (39,4%) amostras de DNA houve falha na amplificacéo e identificacdo da
espécie de Plasmodium presente. Observou-se para essas amostras a amplificacao
de produtos inespecificos, identificados pela presenca de curvas de dissociacdo com
temperatura distinta a dos produtos-alvo. Possivelmente tais produtos sdo dimeros
de iniciadores (primer-dimer), causados pela presenca de sequéncias
complementares entre os iniciadores utilizados, diminuindo assim a eficiéncia da
reacao. Através do programa Primer Express, Applied biosystems, foi possivel
observar a ligacdo entre os iniciadores (self-dimer e cross-dimer), sendo este um

possivel fator inibidor da reacdo para essas amostras.

Além da diminuicdo da especificidade por formacao de dimeros de iniciadores, 0
anelamento inespecifico desses iniciadores é outro fator que pode contribuir para a
queda da eficiéncia de reacéo. Foi realizada uma busca por regides complementares
ao iniciador (blast) e pode-se observar total a complementariedade a sequéncia
presente no cromossomo 6 de DNA humano. Apesar do processamento prévio da
amostra, com a retirada do creme leucocitario, fonte de DNA humano, ainda
permanece na amostra DNA humano contaminante, permitindo a competicdo pelos

iniciadores presentes no meio.

Como alternativa ao protocolo utilizado neste trabalho, foi descrito recentemente
um protocolo de PCR em tempo real para diagnéstico da maléaria, com a vantagem

de contar com apenas um par de iniciadores, para identificacdo das quatro espécies.
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Utiliza como regido alvo também o gene ssurRNA, que contem sequencias comuns
entre o género e distintas entre as espécies. Através da curva de dissocicao,
necessaria para as analises com a molécula Sybr green, pode-se identificar a
presenca de uma ou mais amostras, devido as diferencas de tamanho e
concentracdo de bases ser diferentes para cada espécie, alterando assim a

temperatura de dissociacdo das mesmas (MANGOLD, et al., 2005).

Boonman et al., 2007 realizaram um estudo comparando trés metodologias de
PCR para deteccdo de Plasmodium sp., uma nested-PCR, uma PCR multiplex e
PCR em tempo real. Comparando com os resultados obtidos pela gota espessa, foi
observada co-positividade de 96,6% e co-negatividade de 89,4%. Houve
discordancia em 13 (9,6%) diagnoésticos e a PCR permitiu a identificacdo de dois
casos negativos na microscopia. Segundo o autor, a utilizagcdo da a gota espessa
como padrdo ouro para comparacado entre técnicas reduz a efetividade das novas
metodologias, sendo necessaria a adocdo de diferentes padrbées para melhor

interpretacdo dos resultados.

Apé6s comparar os resultados obtidos por ambas as técnicas utilizadas para
diagnéstico da malaria, foi realizada a selecdo das amostras concordantes para
posterior utilizacdo em estudos de genotipagem do P. falciparum e P. vivax. As
amostras que obtiveram resultados de infeccdo mista em qualquer uma das técnicas
utilizadas ou que tiveram resultados divergentes quanto a espécie parasitaria, foram

excluidas do presente estudo, mas permanecem no banco de amostras da FMTAM.
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GENOTIPAGEM - P. falciparum

pfCRT

A disseminacdo de parasitas resistentes aos diferentes antimalaricos pode ser
observada em todas as regifes do globo e é este um dos grandes desafios para o
controle da malaria. A identificacdo de marcadores moleculares de resisténcia, com
a consequente identificacdo do perfil molecular de Plasmodium circulante sé&o
ferramentas de grande importancia para o uso efetivo dos antimalaricos (SHARMA,

2005).

A resisténcia a cloroquina pelo P. falciparum foi descrita ha mais de quatro
décadas, entanto maiores esclarecimento a respeito dos mecanismnos de acao
dessa droga, juntamente com a identificacdo das moléculas envolvidas nos
mecanismos de resisténcia sdo recentes. O gene pfcrt, responsavel pela codificacdo
de uma proteina de membrana presente no vacuolo digestivo do P. falciparum, foi
proposto como gene responsavel pela resisténcia a CQ - CQR. Estudos clinicos e
com amostras de campo de diferentes regifes confirmaram a associacao de pontos
de mutacdo, especialmente na posicdo K76T, ao fendtipo CQR (FIDOCK et al.,

2000).

Além do papel na resisténcia a CQ, mutacdes no gene pfcrt, dominios 1, 4 e 9
podem conferir alteragcdes da susceptibilidade a diferentes antimalaricos, como

Quinina e Quinidina (COOPER et al., 2007).
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A andlise de diferentes hapl6tipos do gene pfcrt permite também a diferenciacéo
geografica das amostras, uma vez que tais mutacbes surgiram de forma
independente nas diferentes regides (WOOTON, et al., 2002). Uma investigacdo em
larga escala realizada com amostras da regido Amazonica revelou a presenca de 5
diferentes haplétipos, S(tct)yMNT, S(agt)MNT, CMNT, CIET, e CMET, encontrados
nos codons 72 a 76 do gene pfcrt. Todas as amostras foram mutantes para a
posicdo K76T, confirmando a presenca de parasitas resistentes a CQ. Duas
observacdes foram importantes: a presenca do alelo Africano/Asiatico CIET em
amostras de Manaus e Porto Velho e a presenca do haplétipo CMNT em amostras
de Tabatinga, hapl6tipo nunca reportado em amostras brasileiras (VIEIRA et al.,

2004).

Através de um ensaio para deteccdo de mutacdes por PCR em tempo real
descrito por de MONBRISON et al., 2003 foram determinados os perfis genéticos do
gene pfcrt para treze amostras de DNA de P. falciparum, de diferentes localidades.
Das amostras analisadas, exceto duas apresentaram o perfil mutante da cepa
controle 7G8, mutante para a posicdo K76T. Mesmo com um menor numero de
amostras foi possivel identificar um isolado de campo com perfil genotipico
semelhante ao da cepa W2, confirmando os resultados obtidos em estudos
anteriores (VIEIRA et al.,, 2004). A metodologia empregada ndo permite a
identificacdo de mutacOes diferentes as encontradas nos controles utilizados, mas
indica a presenca das mesmas sob a forma de alteracdo da temperatura de
dissociacdo, como observado em uma amostra da cidade de Manaus, hibrido entre

os perfis HB3 e 7G8.
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A genotipagem de marcadores moleculares de resisténcia a drogas, pfcrt, pfmdrl
e cg2, utilizando amostras da Amazo6nia (Rondbnia) demosntrou a presenca da
mutacdo K76T em todas as 40 amostras testadas, confirmando os resultados

obtidos pelo presente estudo (VIANA et al., 2006).

pfATP6

Artemisinina e seus derivados s&o atualmente a classe de antimalaricos mais
importante devido a acdo efetiva contra parasitas multiresistentes aos diferentes
antimalaricos. Os mecanismos de acdo desse antimalarico permanecem indefinidos;
no entanto, a hipotese aceita recentemente, traz como alvo da droga o gene pfATPS6,
sequéncia codificante do reticulo sarco/endoplasmatico ATPase-Ca*" (ECKSTEIN-

LUDWIG et al., 2003).

Através do sequenciamento de parte do gene pfATP6 das amostras de P.
falciparum incluidas nesse estudo foi possivel a identificacdo de perfis mutantes em
todas as amostras analisadas. O clone 3D7 foi utilizado como padrdo para

comparacao dos diferentes perfis genéticos.

A mutacdo 2306, responsavel pela alteracdo S769N, foi observada, inicialmente,
em amostras da Guiana Francesa e mostrou associacdo a diminuicdo de
sensibilidade in vitro de amostras isoladas de campo ao artemether. Neste estudo
foram identificadas 23 mutacdes pontuais em amostras da Guiana Francesa,
Camboja e Senegal, sendo possivel identificar 8 tipos diferentes de proteinas

pfATPase6 (JAMBOU et al., 2005).
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Em estudo da susceptibilidade a artemisinina e seus derivados e analise de SNPs
associadas a resisténcia a antimalaricos de amostras africanas foi detectada apenas
a mutacéao silenciosa T2694A em amostras de Sado Tomeé e Principe (FERREIRA et
al., 2007a).

Até o presente momento apenas um trabalho foi publicado utilizando amostras
brasileiras para caracterizacdo do perfil genético do gene pfATP6 na regido
amazonica (FERREIRA et al., 2007b). Neste trabalho foram descritos os resultados
da andalise de 4 SNPs em amostras do estado do Para, nos nucleotideos das
posicdes 110, 1916, 2306 e 2694. Nao houve a deteccdo da mutacdo no nucleotideo
2306, porem nos demais nucleotideos as frequéncias observadas foram 11%, 10% e
83% para as mutacdes 110A, 1916A e 2694A. Foram realizados ensaios in vitro para
susceptibilidade do P. falciparum a artemisinina e derivados e ficou demonstrada a

sensibilidade dos parasitas a estas drogas.

Nas 12 amostras do estado do Amazonas sequenciadas neste presente estudo
foram identificadas mutacfes nos nucleotideos das posi¢coes T1204G, G1888T e
T2694A. A mutacdo no nucleotideo 1204, ndo silenciosa, com a alteracdo do
aminoacido transcrito, leucina para uma valina, ndo havia sido identificada
anteriormente em amostras brasileiras, apenas em amostras africanas (dado nao

publicado/ CRAVO, P. comunicacao pessoal).

Agrupando as mutacdes encontradas com as demais mutacfes descritas para
este gene foram obtidos trés hapldtipos distintos do gene pfATP6. Urilizando os
nucleotideos das posi¢coes 1204, 1888, 2306 e 2694 pode-se agrupar os haplotipos

da seguinte maneira: TGGA, TTGA e GTGA sendo a frequéncia observada 25%,
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50% e 25% respectivamente. Nao houve mutacdo no nucleotideo da posi¢cao 2306,

confirmando os resultados obtidos em amostras do estado do Para.

Para estudo das mutacdes 1916, 2306 e 2694 foram utilizados ensaios de PCR-
RFLP descritos na literatura (FERREIRA et al, 2007b). A analise de 53 isolados de
P. falciparum de 12 diferentes localidades evidenciou a presenca de um Unico
haplétipo quando agrupamos o0s nucleotideos das posi¢cdes 1916, 2306 e 2694:
GGA, sendo apenas o ultimo nucleotideo mutado para 100% das amostras
analisadas. Os demais nucleotideos apresentaram perfil semelhante ao do controle

3D7.

N&o é possivel verificar a importancia das mutacdes encontradas na resposta a
artemisinina e seus derivados, pois ndo ha dados da susceptibilidade in vitro ou in
vivo das amostras utilizadas, no entanto a importancia da descricdo de tais mutantes
€ justificada pela auséncia de dados a respeito do perfil genético do gene pfATP6

em amostras da Amazonia.

Recentemente a OPAS iniciou um estudo multicéntrico para avaliacdo do efeito
da administracdo do Coartem (artemether+lumefantrine) no tratamento de malaria
por P. falciparum nos estados do Amazonas e Para. A identificacdo do perfil genético
desse gene, principal alvo de acdo da artemisinina e seus derivados, permitird o
posterior monitoramento genético para identificacdo de mutagdes que possam estar
associadas a mecanismos de resisténcia, antecipando as acfes de controle da

doenca.
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GENOTIPAGEM - P. vivax

O P. vivax é a espécie predominante na regido Amazonica, foi responsavel por
396.000 (73,4%) casos da doenca apenas no ano de 2006. No mesmo ano foram
diagnosticados aproximadamente 134.000 (24,9%) casos de P. falciparum e 8.650

(1,6%) casos de infeccdo mista (SVS/MS).

A malaria causada por P. vivax apresenta-se de uma forma geral como malaria
nao-grave, ha o desenvolvimento da forma branda da doenca, quando comparado
ao P. falciparum. Recentemente, ha relatos, na literatura, de casos de malaria grave
por P. vivax, demonstrando mudancas nas manifestacdes clinicas da doenca.

(KOCHAR et al., 2005).

A droga utilizada como primeira linha de tratamento permanece sendo a
cloroquina e a primaquina apesar de haver relatos de resisténcia dessa espécie
desde o final da década de 80, na Papua Nova Guiné e desde entdo em diferentes

regioes de globo (RIECKMAN et al., 1989).

Estudos moleculares envolvendo mecanismos de acdo e resisténcia a
antimalaricos em P. vivax sdo escassos, diferente do observado para P. falciparum,
onde hd um grande numero de trabalhos explorando diferentes moléculas e
mecanismos de resisténcia a drogas (REED et al., 2000, FIDOCK et al., 2000, PEEL,

2001, MU et al., 2003).
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Recentemente dois trabalhos independentes descreveram, simultaneamente, a
sequéncia do gene de multiresisténcia a drogras, mdr, em amostras de P. vivax
(BREGA et al., 2005, SA et al., 2005). O gene mdr de P. falciparum apresenta-se
como modulador da resposta a diferentes antimalaricos. Pontos de mutacfes em
diferentes regides do gene tém sido associados a fendtipos de resistencia a

diferentes antimalaricos, dentre eles a cloroquina (REED et al., 2000).

Brega et al., 2005 descreveram dois pontos de mutacdes no gene pvmdr de
amostras de diferentes regides endémicas. A analise de pontos de mutacdo em
nucleotideos ortdlogos aos do P. falciparum foi realizada, mas ndo houve deteccao
de mutacdes nessas posi¢cdes, no entanto, foram detectadas as mutacdes nao
silenciosas nos codons 976 e 1076, localizadas nos segmentos hidrofébicos X e X
respectivamente. O estudo ndo pode relacionar a presenca da mutacdo a resposta a
droga pois néo foi realizado o monitoramento da resposta terapéutica das amostras
utilizadas. No entanto, ndo se pode descartar a importancia dessas mutacées uma
vez que as mesmas foram observadas em amostras da Tailandia e Indonésia, areas
de elevada endemicidade, cuja resisténcia a cloroquina foi descrita a mais de uma

década.

No presente trabalho 100 amostras de P. vivax foram genotipadas para
identificacdo de pontos de mutacdo no gene pvmdr, através de sondas Tagman®
MGB em sistema de PCR em Tempo Real. Em 11 amostras de diferentes municipios
(Manaus, Autazes, Coari e Tefé) pode-se observar a presenca do duplo mutante,
Y976F e F1076L. As mesmas 11 amostras foi possivel identificar a presenca de

populacdes mutantes apenas para o codon 1076, devido a presenca de multiplos
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clones em uma mesma amostra, detectados pela presenca de duas curvas de

amplificacdo, uma para cada flourescéncia utilizada.

As frequéncias de mutacdes foram idénticas para o duplo mutante e para o
mutante isolado, 11% das amostras, enquanto 89% apresentaram alelos selvagens,
ou seja, perfil genético do clone Sall. As frequéncias observadas por Brega et al.,
2005 foram 43% para o tipo selvagem, 32% para o0 mutante 1076L e 25% para o

duplo mutante, o que demonstra menor variacdo genética em amostras locais.

SA et al.,, 2005 analisaram a sequéncia do gene pvmdr de 10 isolados de
diferentes regides endémicas do globo, com respostas terapéuticas diferenciadas a
cloroquina, cinco resistentes e cinco sensiveis. Participaram desse estudo 3
amostras brasileiras, do estado de Rondonia, sensiveis a cloroquina. Neste estudo
nao houve correlacdo entre alelos do gene pvmdr e o fendtipo de resisténcia a
cloroquina. Adicionalmente a analise dos pontos de mutacao foi possivel através do
gene pvmdr agrupar geograficamente as amostras. o que permitiu observar dentre
as diferentes regides geograficas o surgimento isolado dos clones resistentes a

cloroquina.

Apenas estudos preliminares foram realizados para analise do gene pvmdr em
amostras com diferentes perfis de resisténcia a cloroquina. Até o presente momento
ndo houve associacdo entre pontos de mutacdo nesse gene e a resposta
diferenciada a cloroquina. No entanto, ndo se pode descartar seu papel na
modulacdo da resposta a antimalaricos sem o aprofundamento dos estudos e

analise de maior numero de amostras.
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Resultados semelhantes foram encontrados em amostras de P. falciparum
resistentes a cloroquina, onde néo foi possivel a associacdo de pontos de mutacao

ao fendtipo de resisténcia (WELLEMS et al., 1990, VIANA et al., 2006).

O gene pfcrt € um importante marcador molecular de resisténcia a cloroquina no
P. falciparum, a mutacdo K76T foi observada em 100% das amostras resistentes a
cloroquina de diferentes regides endémicas (VIEIRA et al., 2004, VIANA et al.,
2006). O ortélogo em P. vivax, conhecido como pvcglO, ndo apresenta 0 mesmo
comportamento, e ndo foi possivel a associacdo de pontos de mutacdo a resposta
diferenciada a cloroquina. Acredita-se haver diferentes mecanismos de acao e,
consequentemente, de resisténcia entre as espécies P. falciparum e P. vivax
(NOMURA et al., 2001). O fato de a resisténcia a cloroquina no P. vivax so ter sido

descrita 30 anos depois da observada no P. falciparum corrobora esta hipotese.
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6. CONCLUSAO

A utilizacdo da gota espessa como método padrdo para diagnéstico da malaria
permanece como consenso no meio cientifico e foi possivel observar sua
importancia neste trabalho. A maior sensibilidade das técnicas moleculares
empregadas neste estudo se justifica para um menor nimero de casos, por
exemplo em estudos de monitoramento da resposta terapéutica, identificacao de
infeccBes mistas em amostras com suspeita do diagnostico da G.E., em casos
particulares de diferentes respostas clinicas e/ou terapéuticas por determinada

espécie ou em estudos moleculares.

Foi realizada a padronizacdo de metodologia de PCR em tempo real para
diagnéstico da maléaria, podendo assim ser utilizada como mais uma ferramenta
da Geréncia de Malaria da FMTAM no atendimento ao publico e no

desenvolvimento das diferentes linhas de pesquisa.

A genotipagem do P. vivax através da busca de mutagdes no gene de resisténcia
a multidrogas, envolvido nos mecanismos de resisténcia para diferentes
antimalaricos, foi realizada com sucesso, assim como a padronizacdo da
metodologia empregada. Foi possivel observar a presenca de 11% de mutantes
para este gene em amostras de 12 diferentes localidades do estado do
Amazonas. No entanto, o significado clinico dessas mutacfes nao pode ser
descrito, pois ndo houve o acompanhamento da resposta terapéutica nas
amostras analisadas. Ha a necessidade de estudos posteriores, utilizando

amostras com respostas clinica e terapéutica conhecidas para a busca de
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possiveis associacfes e identificacdo do papel das mesmas na resposta

terapéutica.

Em virtude da recente introducdo do tratamento de malaria através da
artemisinina e seus derivados na regido Amazoénica, a caracterizacdo do perfil
genético de parasitas circulantes sera uma importante ferramenta para o
constante monitoramento da eficacia de tratamento na populacdo em geral. Este
trabalho permite a identificacdo do perfil genético do gene pfATP6 no momento
da introducdo da artemisinina e seus derivados como primeira linha de
tratamento da malaria. As mutagles identificadas ainda n&o haviam sido
descritas na literatura, o que justifica a continuidade desse estudo e sua
ampliacdo para a analise de outros marcadores moleculares associados a
resisténcia aos antimalaricos, visando compreender a ligagdo entre essas

diferentes moléculas.
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TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto: Caracterizacdo molecular e fenotipica de isolados de Plasmodium

falciparum e Plasmodium vivax de localidades endémicas do Estado do Amazonas.

Patrocinador: Fundacéo de Medicina Tropical do Amazonas (FMTAM)
Equipe responsavel: Dr. Pedro Paulo Vieira

Dra. M6nica Regina Costa Manso

Dra. Maria das Gracas Costa Alecrim

Cynthia de Oliveira Ferreira

Descricado e objetivo do estudo

Trata-se de um estudo laboratorial, descritivo, prospectivo, em amostras de
sangue total de pacientes, oriundos da demanda natural, que procuram a FMTAM
para diagnéstico da malaria e de pacientes residentes em diferentes regibes
malarigenas no estado do Amazonas. Este estudo tem por objetivo a caracterizacao
genética de diferentes populacdes de plasmoddios e analise da presenca de genes
de resisténcia aos antimalaricos em isolados de parasitos provenientes de diferentes

localidades endémicas do estado do Amazonas.

Riscos associados ao estudo
Retirada de amostra de sangue: o0 meu maior desconforto € no momento em que

a pele for ferida por uma agulha.
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Beneficios
Participando neste estudo, nem eu/ou meu filho obteremos qualquer beneficio

adicional, mas estaremos contribuindo para o0 conhecimento de quantas pessoas
sao afetadas por este tipo de doenca.

Confidencialidade e avaliacdo dos registros

Minha participacao (ou de meu filho) neste estudo sera confidencial e os registros
ou resultados dos testes relacionados ao estudo serdo mostrados apenas a
representantes da Fundacdo de Medicina Tropical do Amazonas, bem como a
autoridades normativas nacionais ou internacionais, com 0 objetivo de garantir
informacfes de pesquisas clinicas ou para fins normativos. Minha identidade (de

meu filho) permanecera sempre em confidencialidade.

Direito a retirada do estudo

Eu tenho direito de fazer qualquer pergunta referente aos riscos potenciais ou
conhecidos para mim/meu filho durante minha (dele/dela) participacdo neste estudo.

Eu tenho direito de retirar minha participacdo/ de meu filho neste estudo a

qualquer momento.

Participacéo voluntaria

A minha participacdo/ de meu filho neste estudo € voluntaria. Se eu (ele/ela)
recusar a participacao neste estudo, ndo havera qualquer tipo de retaliacdo ou perda
de beneficios a que eu / meu filho tenha direito.

Eu tenho direito de manter uma copia assinada deste documento.
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Em caso de necessidade poderei entrar em contato com o Dr. Pedro Paulo Vieira
ou a Dra. Monica Regina Costa Manso pelo telefone 238-1711 ramal 219 (Geréncia

de Malaria).

Consentimento Pés- informacéao
E, por estar devidamente informado e esclarecido sobre o conteudo deste termo,

livremente, expresso meu consentimento para minha inclusdo, como sujeito, nesta

pesquisa.
Paciente ou representante legal Data
Pesquisador responsavel Data

Impresséo dactiloscopica (p/ analfabeto)



Resultados Totais

N° LOCALIDADES G.E. PCR_td | PCR_tr
AM12 TEFE F F F
AM13 TEFE F F F
AM14 TEFE F F NG
AM15 TEFE F F F
AM16 TEFE F F F
AM17 TEFE F F F
AM18 TEFE F F F
AM19 TEFE F F NG
AM20 TEFE F \% \%
AM21 TEFE F F F
AM22 TEFE F F NG
AM23 S.G. DA CACHOEIRA F VF F
AM24 S.G. DA CACHOEIRA F F F
AM25 S.G. DA CACHOEIRA F F NG
AM26 HUMAITA F F F
AM27 HUMAITA F VF VF
AM28 HUMAITA F F F
AM?29 HUMAITA F F F
AM30 HUMAITA F F F
AM31 HUMAITA F F F
AM32 HUMAITA F VF \%
AM33 HUMAITA F \Y NG
AM34 CAREIRO F F F
AM35 CAREIRO F F F
AM36 CAREIRO F F NG
AM37 CAREIRO F F NG
AM38 CAREIRO F F F
AM39 CAREIRO F F F
AM41 CAREIRO F F F
AM42 CAREIRO F \% NG
AM43 CAREIRO F F NG
AM44 CAREIRO F F NG
AM45 CAREIRO F F NG
AM49 CAREIRO F F NG
AM51 CAREIRO F F NG
AM53 CAREIRO F F NG
AM56 CAREIRO F F NG
AM57 CAREIRO F F NG
AM58 CAREIRO F F NG
AM59 BARCELOS F VF VF
AM60 BARCELOS F F F
AM61 BARCELOS F Ng NG
AM62 ITACOATIARA F F NG
AM63 ITACOATIARA F VF NG
AM64 ITACOATIARA F F NG
AM65 ITACOATIARA F F NG
AM66 ITACOATIARA F VF NG
AM67 ITACOATIARA F F NG
AM68 ITACOATIARA F F F

109



Ne LOCALIDADES G.E. PCR td | PCR_tr
AM69 ITACOATIARA F F NG
AM70 ITACOATIARA F F F
AM71 ITACOATIARA F F F
AM72 ITACOATIARA F F NG
AM73 ITACOATIARA F F F
AM74 ITACOATIARA F F F
AM75 ITACOATIARA F F F
AM76 ITACOATIARA F F NG
AM77 ITACOATIARA F F F
AM78 ITACOATIARA F F F
AM79 ITACOATIARA F VF VF
AMS80 ITACOATIARA F VF VF
AM81 ITACOATIARA F VF F
AM82 AUTAZES F F F
AMS83 AUTAZES F F NG
AM84 AUTAZES F F F
AM85 AUTAZES F F NG
AMB86 AUTAZES F F F
AM87 PRES. FIGUEIREDO F Vv NG
AM88 COARI F F F
AM89 COARI F F NG
AM90 COARI F F NG
AMO91 COARI F F NG
AM92 COARI F F NG
AM93 COARI F F NG
AM94 COARI F F F
AM95 COARI F F NG
AMO96 COARI F F NG
AM97 COARI F F F
AM98 COARI F F NG
AM99 COARI F F F

AM100 COARI F F F
AM101 COARI F F NG
AM102 COARI F F F
AM103 GUAJARA F F F
AM104 GUAJARA F VF VF
AM105 GUAJARA F F F
AM106 GUAJARA F F F
AM107 GUAJARA F VF VF
AM108 GUAJARA F F F
AM109 GUAJARA F F F
AM110 GUAJARA F F F
AM111 GUAJARA F VF F
AM112 GUAJARA F VF F
AM113 GUAJARA F F F
AM114 GUAJARA F F F
AM115 BORBA F F NG
AM116 BORBA F F F
AM117 BORBA F \% F
AM118 BORBA F F F
AM119 BORBA F VF F
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N° LOCALIDADES G.E. PCR_td | PCR_tr
AM120 BORBA F F F
AM121 MANAUS F F F
AM122 MANAUS F VF F
AM123 MANAUS F F F
AM124 MANAUS F F NG
AM125 MANAUS F F F
AM126 MANAUS F F NG
AM127 MANAUS F F NG
AM128 MANAUS F F F
AM129 MANAUS F F F
AM130 MANAUS F Ng F
AM131 MANAUS F F NG
AM132 MANAUS F F NG
AM133 MANAUS F F F
AM134 MANAUS F F F
AM135 MANAUS F F NG
AM136 MANAUS F F F
AM137 MANAUS F Ng NG
AM138 MANAUS F F NG
AM139 MANAUS F F NG
AM140 MANAUS F F NG
AM141 MANAUS F F NG
AM142 MANAUS F F NG
AM143 MANAUS F F NG
AM144 MANAUS F F NG
AM145 MANAUS F VF NG
AM146 MANAUS F F F
AM147 MANAUS F VF F
AM148 MANAUS F F F
AM149 MANAUS F F F
AM150 MANAUS F F F
AM151 MANAUS F F F
AM152 MANAUS F F F
AM153 MANAUS F F F
AM154 MANAUS F F F
AM155 MANAUS F F F
AM156 MANAUS F F F
AM157 MANAUS F F F
AM158 MANAUS F F F
AM159 MANAUS F F F
AM160 MANAUS F F F
AM161 MANAUS F F F
AM162 MANAUS F F F
AM163 MANAUS F F NG
AM164 MANAUS F F F
AM165 MANAUS F F F
AM166 MANAUS F F F
AM167 MANAUS F F NG
AM168 MANAUS F F NG
AM169 MANAUS F F F
AM170 MANAUS F F F
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N° LOCALIDADES G.E. PCR_td | PCR_tr
AM171 MANAUS F VF NG
AM172 MANAUS F F F
AM173 MANAUS F F NG
AM174 MANAUS F VF NG
AM175 MANAUS F F NG
AM176 MANAUS F F NG
AM177 MANAUS F VF F
AM178 MANAUS F F NG
AM179 MANAUS F F F
AM180 MANAUS F F F
AM181 MANAUS F VFE F
AM182 MANAUS F VF F
AM183 MANAUS F F F
AM184 MANAUS F F F
AM185 MANAUS F F NG
AM186 MANAUS F VFE F
AM187 MANAUS F F F
AM188 MANAUS F F NG
AM189 MANAUS F VE F
AM190 MANAUS F VFE F
AM191 MANAUS F VF NG
AM192 MANAUS F VF F
AM193 MANAUS F F F
AM194 MANAUS F F NG
AM195 MANAUS F VE VFE
AM196 MANAUS F VF V
AM197 MANAUS F F F
AM198 MANAUS F F F
AM199 MANAUS F VE NG
AM200 MANAUS F VFE VFE
AM201 MANAUS F F F
AM202 MANAUS F F NG
AM203 MANAUS F F NG
AM204 MANAUS F F NG
AM205 MANAUS F F NG
AM206 MANAUS F F F
AM207 MANAUS F VF F
AM208 MANAUS F VE F
AM209 MANAUS F F F
AM210 MANAUS F VFE F
AM211 MANAUS F F F
AM212 MANAUS F F F
AM213 MANAUS F F NG
AM214 MANAUS F F NG
AM215 MANAUS F F NG
AM216 MANAUS F F NG
AM217 MANAUS F F NG
AM218 MANAUS F F NG
AM219 MANAUS F F NG
AM220 MANAUS F F NG
AM221 MANAUS F VF VFE
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Ne LOCALIDADES G.E. PCR td | PCR_tr
AM222 MANAUS F F F
AM223 MANAUS F Ng F
AM224 MANAUS \Y Y ND
AM225 MANAUS \Y; \Y ND
AM226 MANAUS \Y \Y ND
AM227 MANAUS \% \% ND
AM228 MANAUS \Y Y ND
AM229 MANAUS \Y \Y ND
AM230 MANAUS \Y; \Y ND
AM231 MANAUS \Y \Y ND
AM232 MANAUS \Y \% ND
AM233 MANAUS \Y Y ND
AM234 TEFE \Y; Vv ND
AM235 TEFE \Y \Y ND
AM236 TEFE \% \Y ND
AM237 TEFE \% \Y ND
AM238 TEFE \Y VF F
AM239 TEFE \Y; VF VF
AM240 TEFE \% Y ND
AM241 TEFE \% Y ND
AM242 TEFE \Y Y ND
AM243 S.G. DA CACHOEIRA \Y \% ND
AM244 S.G. DA CACHOEIRA \Y; VF NG
AM?245 S.G. DA CACHOEIRA \Y \% ND
AM?246 S.G. DA CACHOEIRA \Y VF \%
AM247 S.G. DA CACHOEIRA \Y VF NG
AM248 S.G. DA CACHOEIRA \Y \% ND
AM249 S.G. DA CACHOEIRA \Y; VF NG
AM250 S.G. DA CACHOEIRA \Y Vv ND
AM251 S.G. DA CACHOEIRA \Y VF NG
AM252 S.G. DA CACHOEIRA \Y \% ND
AM253 S.G. DA CACHOEIRA \Y VF NG
AM254 HUMAITA \Y; \Y ND
AM255 HUMAITA \Y Y ND
AM256 HUMAITA \Y \% ND
AM257 HUMAITA \Y Y ND
AM258 HUMAITA \Y; V ND
AM?259 HUMAITA \Y Y ND
AM260 HUMAITA \Y vV ND
AM261 HUMAITA \Y \% \%
AM262 HUMAITA Y \% \%
AM263 HUMAITA \Y; V ND
AM264 HUMAITA \Y \Y ND
AM265 HUMAITA \Y \% ND
AM266 HUMAITA \Y \% ND
AM267 HUMAITA \Y Y ND
AM268 HUMAITA \Y; V ND
AM269 HUMAITA \Y vV ND
AM270 HUMAITA \Y \% ND
AM271 HUMAITA \Y Y ND
AM272 CAREIRO \% Vv ND
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N° LOCALIDADES G.E. PCR_td | PCR_tr
AM273 CAREIRO V \Y ND
AM274 CAREIRO V V ND
AM275 CAREIRO V V ND
AM276 CAREIRO V V ND
AM277 CAREIRO V VE NG
AM278 CAREIRO V \Y ND
AM279 CAREIRO V VF NG
AM280 CAREIRO V V ND
AM281 CAREIRO V V V
AM282 CAREIRO V Vv ND
AM283 CAREIRO V \Y ND
AM284 CAREIRO V V ND
AM285 CAREIRO V V ND
AM286 CAREIRO V Vv ND
AM287 CAREIRO V Vv ND
AM288 CAREIRO V \Y ND
AM289 CAREIRO V V ND
AM290 CAREIRO V V ND
AM291 CAREIRO V Vv ND
AM292 CAREIRO V \Y ND
AM293 CAREIRO V VF NG
AM294 CAREIRO V V ND
AM295 CAREIRO V V ND
AM296 CAREIRO V Vv ND
AM297 CAREIRO V \Y ND
AM298 CAREIRO V V ND
AM299 CAREIRO V VF ND
AM300 CAREIRO V V ND
AM301 CAREIRO V Vv ND
AM302 CAREIRO V \Y ND
AM303 CAREIRO V V ND
AM304 CAREIRO V V ND
AM305 CAREIRO V V ND
AM306 CAREIRO V Vv ND
AM307 CAREIRO V \Y ND
AM308 CAREIRO V V ND
AM309 CAREIRO V VF ND
AM310 CAREIRO V Vv ND
AM311 CAREIRO V VE ND
AM312 CAREIRO V \Y ND
AM313 CAREIRO V V ND
AM314 CAREIRO V V ND
AM317 CAREIRO V Vv ND
AM322 BARCELOS V V ND
AM323 BARCELOS V \Y ND
AM324 BARCELOS V V ND
AM325 BARCELOS \Y V ND
AM326 BARCELOS V V ND
AM327 BARCELOS V \Y ND
AM328 BARCELOS V V ND
AM329 BARCELOS \ V ND
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Ne LOCALIDADES G.E. PCR td | PCR_tr
AM330 GUAJARA \Y VF VF
AM331 GUAJARA \Y \% ND
AM332 GUAJARA \Y \% ND
AM333 GUAJARA \Y; \Y ND
AM334 GUAJARA \% \% ND
AM335 ITACOATIARA \Y VF \%
AM336 ITACOATIARA \% Y ND
AM337 ITACOATIARA \Y \% \%
AM338 ITACOATIARA \Y; \Y; \Y;
AM339 ITACOATIARA \Y VF \%
AM340 AUTAZES \Y VF \%
AM341 AUTAZES \Y Y ND
AM342 AUTAZES \Y; \Y \Y
AM343 AUTAZES \Y \% \%
AM344 AUTAZES \Y \Y ND
AM345 AUTAZES \Y VF VF
AM346 AUTAZES \Y VF \%
AM347 PRES. FIGUEIREDO \Y; \Y ND
AM348 PRES. FIGUEIREDO \Y \Y ND
AM349 PRES. FIGUEIREDO \Y \% ND
AM350 PRES. FIGUEIREDO \Y VF NG
AM351 PRES. FIGUEIREDO \Y VF NG
AM352 PRES. FIGUEIREDO \Y; \Y ND
AM353 PRES. FIGUEIREDO \Y VF NG
AM354 PRES. FIGUEIREDO \% F ND
AM355 COARI \Y VF NG
AM356 COARI \Y \% ND
AM357 COARI \Y; \Y ND
AM358 COARI \Y VF NG
AM359 COARI \Y VF VF
AM360 COARI \Y VF VF
AM361 COARI \Y; \Y ND
AM362 COARI \Y; \Y ND
AM363 COARI \Y Vv ND
AM364 COARI \Y \% ND
AM365 COARI \Y \% ND
AM366 COARI \Y; \Y ND
AM367 COARI \Y Vv ND
AM368 BORBA \Y VF NG
AM369 BORBA \Y \% NG
AM370 BORBA \Y \% NG
AM371 BORBA \Y; \Y NG
AM372 BORBA \Y VF NG
AM373 BORBA \Y VF VF
AM374 MANAUS \% \% ND
AM375 MANAUS \Y Y ND
AM376 MANAUS \Y; \Y ND
AM377 MANAUS \Y VF ND
AM378 MANAUS \Y VF ND
AM379 MANAUS \Y VF ND
AM380 MANAUS \Y VF ND




N° LOCALIDADES G.E. PCR_td | PCR_tr
AM381 MANAUS V VF ND
AM382 MANAUS V V ND
AM383 MANAUS V V ND
AM384 MANAUS Vv V ND
AM385 MANAUS V V ND
AM386 MANAUS V V ND
AM387 MANAUS V V ND
AM388 MANAUS Vv V ND
AM389 MANAUS Vv V ND
AM390 MANAUS V V ND
AM391 MANAUS V V ND
AM392 MANAUS V V ND
AM393 MANAUS Vv V ND
AM394 MANAUS V V ND
AM395 MANAUS V V ND
AM396 MANAUS V V ND
AM397 MANAUS V V ND
AM398 MANAUS Vv V ND
AM399 MANAUS V VE ND
AM400 MANAUS V VF ND
AM401 MANAUS V VF ND
AM402 MANAUS V VF ND
AM403 MANAUS V VF ND
AM404 MANAUS V V ND
AM405 MANAUS V V ND
AM406 MANAUS V V ND
AM407 MANAUS V VF ND
AM408 MANAUS V VF ND
AM409 MANAUS V Vv ND
AM410 MANAUS V \Y ND
AM411 MANAUS V V ND
AM412 MANAUS V V ND
AM413 MANAUS V V ND
AM414 MANAUS V V ND
AM415 MANAUS V VF ND
AM416 MANAUS V VF ND
AM417 MANAUS V VF ND
AM418 MANAUS V V ND
AM419 MANAUS V Vv ND
AM420 MANAUS V V ND
AM421 MANAUS V V ND
AM422 MANAUS V V ND
AM423 MANAUS V VE NG
AM424 MANAUS V VFE F
AM425 MANAUS V F ND
AM426 MANAUS V V ND
AM427 MANAUS V V ND
AM428 MANAUS V Vv ND
AM429 MANAUS V V ND
AM430 MANAUS V VF NG
AM431 MANAUS \ VF NG
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N° LOCALIDADES G.E. PCR_td | PCR_tr
AM432 MANAUS V V ND
AM433 MANAUS V V ND
AM434 MANAUS V VF NG
AM435 MANAUS Vv V ND
AM436 MANAUS V VE NG
AM437 MANAUS V VF NG
AM438 MANAUS V VF NG
AM439 MANAUS Vv VF NG
AM440 MANAUS Vv VF NG
AM441 MANAUS V V ND
AM442 MANAUS V V ND
AM443 MANAUS V V ND
AM444 MANAUS V VF V
AM445 MANAUS V VE V
AM446 MANAUS V VE V
AM447 MANAUS V VF V
AM448 MANAUS V V ND
AM449 MANAUS V VF V
AM450 MANAUS V V ND
AM451 MANAUS V VF V
AM452 MANAUS V VF V
AM453 MANAUS V VF V
AM454 MANAUS V VF V
AM455 MANAUS V V ND
AM456 MANAUS V F ND
AM457 MANAUS V V ND
AM458 MANAUS V V ND
AM459 MANAUS V VF V
AM460 MANAUS V VE V
AM461 MANAUS V VF V
AM462 MANAUS V VF V
AM463 MANAUS Vv V ND
AM464 MANAUS V VF V
AM465 MANAUS V VE V
AM466 MANAUS V V ND
AM467 MANAUS V VF V
AM468 MANAUS Vv V ND
AM469 MANAUS V V ND
AM470 MANAUS V Vv ND
AM471 MANAUS V VF V
AM472 MANAUS V VF V
AM473 MANAUS V VF V
AM474 MANAUS V Vv ND
AMA475 MANAUS V V ND
AM476 MANAUS V VF V
AM477 MANAUS V V ND
AM478 MANAUS V V ND
AM479 MANAUS V Vv ND
AM480 MANAUS V V ND
AM481 MANAUS V V ND
AM482 MANAUS \% VFE V
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AMA483 MANAUS V V ND
AM484 MANAUS V V ND
AM485 MANAUS V V ND
AM486 MANAUS Vv V ND
AM487 MANAUS V VE V
AMA488 MANAUS V V ND
AM489 MANAUS V VF V
AM490 MANAUS V VFE V
AM491 MANAUS V V ND
AM492 MANAUS V V ND
AM493 MANAUS V VF V
AM494 MANAUS V VF NG
AM495 MANAUS \Y F ND
AM496 MANAUS V V ND
AM497 MANAUS V V ND
AM498 MANAUS V V ND
AM499 MANAUS V V ND
AMS500 MANAUS Vv V ND
AM501 MANAUS V V ND
AM502 MANAUS V V ND
AMS503 MANAUS V V ND
AM504 MANAUS V VF ND
AM505 MANAUS Vv V ND
AM506 MANAUS V V ND
AM507 MANAUS V V ND
AM508 MANAUS V V ND
AM509 MANAUS V V ND
AM510 MANAUS Vv V ND
AM511 MANAUS V Vv ND
AM512 MANAUS V \Y ND
AM513 MANAUS V V ND
AM514 MANAUS V V ND
AM515 MANAUS Vv V ND
AM516 MANAUS V V ND
AM517 MANAUS V V ND
AM518 MANAUS V V ND
AM519 MANAUS Vv V ND
AM520 MANAUS V V ND
AM521 MANAUS V Vv ND
AM522 MANAUS V VF ND
AM523 MANAUS V V ND
AM524 MANAUS V V ND
AM525 MANAUS V Vv ND
AM526 MANAUS V V ND
AM527 MANAUS V V ND
AM528 MANAUS V V ND
AM529 MANAUS V VF ND
AM530 MANAUS V Vv ND
AM531 MANAUS V V ND
AM532 MANAUS V V ND
AM533 MANAUS \ V ND
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AM534 MANAUS V V ND
AMS535 MANAUS V V ND
AM536 MANAUS V V ND
AMS537 MANAUS V V ND
AM538 MANAUS V F ND
AM539 MANAUS V V ND
AM540 MANAUS V V ND
AM541 MANAUS V V ND
AM542 MANAUS V V ND
AM543 MANAUS V V ND
AM544 MANAUS V V ND
AM545 MANAUS V V ND
AM546 MANAUS Vv V ND
AM547 MANAUS V V ND
AM548 MANAUS V VE ND
AM549 MANAUS V V ND
AMS550 MANAUS V V ND
AM551 MANAUS V V ND
AM552 MANAUS V V ND
AMS53 MANAUS V VF ND
AM554 MANAUS V V ND
AMS555 MANAUS V V ND
AMS556 MANAUS Vv V ND
AMS57 MANAUS V V ND
AMS558 MANAUS V V ND
AMS559 MANAUS V V ND
AM560 MANAUS V V ND
AM561 MANAUS V V ND
AM562 MANAUS V Vv ND
AM563 MANAUS V \Y ND
AM564 MANAUS V V ND
AM565 MANAUS Vv V ND
AM566 MANAUS Vv V ND
AM567 MANAUS V VE ND
AM569 MANAUS V VF ND
AM570 MANAUS V VF ND
AM571 MANAUS V V ND
AM572 MANAUS V V ND
AM573 MANAUS V Vv ND
AM574 MANAUS V V ND
AM575 MANAUS V V ND
AM576 MANAUS Vv V ND
AMS577 MANAUS V Vv ND
AM578 MANAUS V V ND
AM579 MANAUS V V ND
AMS580 MANAUS V V ND
AM581 MANAUS V VF ND
AM582 MANAUS V VE ND
AMS583 MANAUS V V ND
AM584 MANAUS V VF ND
AM585 MANAUS \ V ND
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N° LOCALIDADES G.E. PCR_td | PCR_tr
AM586 MANAUS V V ND
AM587 MANAUS V V ND
AM588 MANAUS V V ND
AM589 MANAUS Vv V ND
AM590 MANAUS V V ND
AM591 MANAUS V VF ND
AM592 MANAUS V V ND
AM593 MANAUS Vv V ND
AM594 MANAUS V VF ND
AM595 MANAUS V V ND
AM596 MANAUS V V ND
AM597 MANAUS V V ND
AM598 MANAUS Vv V ND
AM599 MANAUS V V ND
AM600 MANAUS V V ND
AM601 MANAUS V V ND
AM602 MANAUS V V ND
AMG603 MANAUS Vv V ND
AM604 MANAUS V V ND
AM605 MANAUS V V ND
AM606 MANAUS V V ND
AM607 MANAUS V V ND
AMG608 MANAUS Vv V ND
AMG609 MANAUS V V ND
AM610 MANAUS V V ND
AM611 MANAUS V V ND
AM612 MANAUS V V ND
AM613 MANAUS V VF ND
AM614 MANAUS V F ND
AM615 MANAUS V VF ND
AM616 MANAUS V V ND
AM617 MANAUS V V ND
AM618 MANAUS Vv V ND
AM619 MANAUS V V ND
AM620 MANAUS V VF ND
AM621 MANAUS V V ND
AM622 MANAUS V VF ND
AM623 MANAUS V VE ND
AM624 MANAUS V VE ND
AM625 MANAUS V V ND
AM626 MANAUS V VF ND
AM627 MANAUS V V ND
AM628 MANAUS V Vv ND
AM629 MANAUS V V ND
AM630 MANAUS V V ND
AM631 MANAUS V V ND
AM632 MANAUS Vv V ND
AM633 MANAUS V Vv ND
AM634 MANAUS V V ND
AM635 MANAUS V V ND
AM636 MANAUS \ V ND
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N° LOCALIDADES G.E. PCR_td | PCR_tr
AM637 MANAUS V V ND
AM638 MANAUS V V ND
AM639 MANAUS V V ND
AM640 MANAUS Vv V ND
AM641 MANAUS V V ND
AM648 MANAUS V V ND
AM649 MANAUS V V ND
AM650 MANAUS \Y VF ND
AM651 MANAUS V VF ND
AM652 MANAUS V VE ND
AM653 MANAUS V V ND
AM654 MANAUS V V ND
AM655 MANAUS Vv V ND
AM656 MANAUS V V ND
AMG657 MANAUS V V ND
AM658 MANAUS V V ND
AM659 MANAUS V V ND
AM660 MANAUS Vv V ND
AM661 MANAUS V V ND
AM662 MANAUS V V ND
AM663 MANAUS V V ND
AM664 MANAUS V V ND
AM665 MANAUS Vv V ND
AM666 MANAUS V V ND
AM667 MANAUS V V ND
AM668 MANAUS V V ND
AM669 MANAUS V V ND
AM670 MANAUS Vv V ND
AM671 MANAUS V Vv ND
AMG672 MANAUS V VF ND
AMG673 MANAUS V VF ND
AM674 MANAUS V VF ND
AM675 MANAUS V F ND
AM676 MANAUS V V ND
AMG677 MANAUS V VF ND
AMG678 MANAUS V V ND
AM679 MANAUS V VF ND
AM680 MANAUS V V ND
AM681 MANAUS V VE ND
AM682 MANAUS V V ND
AM683 MANAUS V V ND
AM684 MANAUS Vv V ND
AM685 MANAUS V Vv ND
AM686 MANAUS V V ND
AM687 MANAUS V V ND
AM688 MANAUS V VF ND
AM689 MANAUS Vv V ND
AM690 MANAUS V VE ND
AM691 MANAUS V V ND
AM692 MANAUS V VF ND
AM693 MANAUS V V ND
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N° LOCALIDADES G.E. PCR_td | PCR_tr

AM694 MANAUS V V ND

Legenda: G.E.: Gota espessa; PCR_td: Nested-PCR, PCR_tr: PCR em
Tempo Real, V: P. vivax, F: P. falciparum, VF: Infecgdo mista; NG:
Negativo; ND: Ndo determinado;
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Ne LOCALIDADES pfert pfatp6
74 75 76 110 1204 1888 1916 2306 2694

W2 INDOCHINA | E T ND ND ND ND ND ND

7G8 MANAUS M N T ND ND ND ND ND ND

HB3 HONDURAS M N K ND ND ND ND ND ND

3D7 HOLANDA M N K G T G G G T
AM12 TEFE ND ND ND ND ND ND G G A
AM13 TEFE ND ND ND G T T G G A
AM15 TEFE M N T ND ND ND G G A
AM16 TEFE ND ND ND ND ND ND G G A
AM17 TEFE ND ND ND ND ND ND G G A
AM18 TEFE ND ND ND ND ND ND G G A
AM21 TEFE ND ND ND ND ND ND G G A
AM24 S.G. DA CACHOEIRA ND ND ND ND T T G G A
AM25 S.G. DA CACHOEIRA ND ND ND ND ND ND G G A
AM26 HUMAITA ND ND ND ND ND ND G G A
AM27 HUMAITA M N T ND ND ND ND ND ND
AM28 HUMAITA ND ND ND G G T G G A
AM29 HUMAITA ND ND ND ND ND ND G G A
AM30 HUMAITA ND ND ND ND ND ND G G A
AM31 HUMAITA ND ND ND ND ND ND G G A
AM34 CAREIRO M N T ND ND ND ND ND ND
AM35 CAREIRO M N T ND ND ND ND ND ND
AM36 CAREIRO M N T ND ND ND ND ND ND
AM60 BARCELOS ND ND ND G T G G G A
AM68 ITACOATIARA ND ND ND ND ND ND ND G A
AM70 ITACOATIARA ND ND ND G T G G G A
AM71 ITACOATIARA ND ND ND ND ND ND G G A
AM73 ITACOATIARA ND ND ND ND ND ND G G A
AM75 ITACOATIARA ND ND ND ND ND ND G G A
AM77 ITACOATIARA ND ND ND ND ND ND G G A
AM78 ITACOATIARA ND ND ND ND ND ND G G A
AM82 AUTAZES ND ND ND ND ND ND G G A
AM84 AUTAZES ND ND ND G T G G G A
AM85 AUTAZES ND ND ND ND ND ND G G A
AM86 | PRESIDENTE FIGUEIREDO ND ND ND ND ND ND ND ND ND
AM88 COARI ND ND ND G T T G G A
AM99 COARI ND ND ND ND ND ND G G A
AM100 COARI ND ND ND ND ND ND G G A
AM102 COARI ND ND ND ND ND ND G G A
AM103 GUAJARA ND ND ND G G T G G A
AM105 GUAJARA ND ND ND ND ND ND ND G A
AM106 GUAJARA ND ND ND G G T G G A
AM108 GUAJARA ND ND ND ND ND ND G G A
AM109 GUAJARA ND ND ND ND ND ND G G A
AM110 GUAJARA ND ND ND ND ND ND G G A
AM113 GUAJARA ND ND ND ND ND ND ND G A
AM114 GUAJARA ND ND ND ND ND ND G G A
AM116 BORBA ND ND ND G T T G G A
AM118 BORBA ND ND ND ND ND ND G G A
AM120 BORBA ND ND ND ND ND ND G G A
AM123 MANAUS ND ND ND G T T G G A
AM124 MANAUS ND ND ND ND ND ND ND ND ND
AM128 MANAUS ND ND ND ND ND ND G G A
AM129 MANAUS ND ND ND ND ND ND G G A
AM133 MANAUS ND ND ND ND ND ND ND G A
AM153 MANAUS ND ND ND ND ND ND ND G A
AM155 MANAUS ND ND ND ND ND ND G G A
AM156 MANAUS ND ND ND ND ND ND G G A
AM157 MANAUS ND ND ND ND ND ND G G A
AM161 MANAUS ND ND ND ND ND ND G G A
AM211 MANAUS ND ND ND ND ND ND G G A
AM212 MANAUS ND ND ND ND ND ND G G A
AM222 MANAUS ND ND ND G T T G G A
AM538 MANAUS M N T ND ND ND ND ND ND
AM548 MANAUS M N T ND ND ND ND ND ND
AM553 MANAUS M N T ND ND ND ND ND ND

Legenda: ND: N&o determinado;



No LOCALIDADES pvmdr*
976 1076

Sall El Salvador Y F
AM234 TEFE Y F
AM235 TEFE Y F
AM236 TEFE Y F
AM237 TEFE Y F
AM238 TEFE Y F
AM239 TEFE Y/F L
AM240 TEFE Y F
AM241 TEFE Y F
AM242 TEFE Y F
AM245 S.G. DA CACHOEIRA Y F
AM248 S.G. DA CACHOEIRA Y F
AM250 S.G. DA CACHOEIRA Y F
AM252 S.G. DA CACHOEIRA Y F
AM254 HUMAITA Y F
AM255 HUMAITA Y F
AM256 HUMAITA Y F
AM257 HUMAITA Y F
AM258 HUMAITA Y F
AM259 HUMAITA Y F
AM260 HUMAITA Y F
AM261 HUMAITA Y F
AM262 HUMAITA Y F
AM263 HUMAITA Y F
AM264 HUMAITA Y F
AM265 HUMAITA Y F
AM266 HUMAITA Y F
AM267 HUMAITA Y F
AM268 HUMAITA Y F
AM269 HUMAITA Y F
AM270 HUMAITA Y F
AM271 HUMAITA Y F
AM272 CAREIRO Y F
AM273 CAREIRO Y F
AM274 CAREIRO Y F
AM275 CAREIRO Y F
AM276 CAREIRO Y F
AM278 CAREIRO Y F
AM280 CAREIRO Y F
AM281 CAREIRO Y F
AM282 CAREIRO Y F
AM289 CAREIRO Y F

A290 CAREIRO Y F
AM291 CAREIRO Y F
AM294 CAREIRO Y F
AM?295 CAREIRO Y F
AM?296 CAREIRO Y F
AM322 BARCELOS Y F
AM323 BARCELOS Y F
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No LOCALIDADES pvmdr*
976 1076
AM324 BARCELOS Y F
AM325 BARCELOS Y F
AM326 BARCELOS Y F
AM327 BARCELOS Y F
AM328 BARCELOS Y F
AM329 BARCELOS Y F
AM331 GUAJARA Y F
AM332 GUAJARA Y F
AM333 GUAJARA Y F
AM334 GUAJARA Y F
AM336 ITACOATIARA Y F
AM337 ITACOATIARA Y F
AM338 ITACOATIARA Y F
AM341 AUTAZES Y/F L
AM342 AUTAZES Y/F L
AM343 AUTAZES Y/F L
AM344 AUTAZES Y F
AM347 PRES. FIGUEIREDO Y F
AM348 PRES. FIGUEIREDO Y F
AM349 PRES. FIGUEIREDO Y F
AM356 COARI Y/F L
AM357 COARI Y F
AM359 COARI Y F
AM360 COARI Y F
AM361 COARI Y F
AM362 COARI Y/FE L
AM363 COARI Y F
AM364 COARI Y F
AM365 COARI Y F
AM366 COARI Y F
AM369 BORBA Y F
AM370 BORBA Y F
AM371 BORBA Y F
AM373 BORBA Y/F L
AM375 MANAUS Y F
AM385 MANAUS Y F
AM386 MANAUS Y F
AM387 MANAUS Y F
AM388 MANAUS Y/F L
AM390 MANAUS Y F
AM391 MANAUS Y/E L
AM392 MANAUS Y F
AM394 MANAUS Y F
AM395 MANAUS Y F
AM397 MANAUS Y/F L
AM398 MANAUS Y F
AM404 MANAUS Y F
AM406 MANAUS Y F
AM409 MANAUS Y/F L
AM411 MANAUS Y F
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No LOCALIDADES pvmdr*
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AM412 MANAUS Y F
AM414 MANAUS Y F
AM419 MANAUS Y F

* Aminoacido: Y: Treonina; F: Fenilalanina; L: Leucina
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