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RESUMO

Nos ultimos anos, a incidéncia de malaria no Brasil vem reduzido significativamente,
particularmente, em virtude das medidas de controle. Neste novo cenario, faz-se necessario
identificar e tratar a malaria submicroscépica, uma vez que estes individuos constituem fonte
de infeccdo para o mosquito vetor. Neste contexto, nosso grupo de pesquisa vem
aprimorando o diagndstico molecular de malaria e, recentemente, padronizou uma reagao
em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR), altamente sensivel, para a deteccao de
alvos nao ribossomais (Pvr4d7 e Pfr364) dos plasmédios. Baseado nestes achados, o
objetivo do presente trabalho foi investigar a malaria subpatente em tribos indigenas de
povos lanomamis, onde as baixas parasitemias parecem ser frequentes. A populacdo de
estudo foi constituida de individuos pertencentes a cinco aldeias ianomamis do Polo Base
Marari, estado do Amazonas. O estudo envolveu dois cortes transversais, sendo realizados
nos meses de setembro (primeiro corte transversal) e novembro (segundo corte transversal)
de 2014. Foram incluidos no estudo um total de 914 indigenas, com cerca de 1590 amostras
de sangue coletadas em papel de filtro. Para o diagnéstico molecular de malaria, quatro
diferentes protocolos de PCR foram utilizados, sendo trés baseados em alvos ribossomais
(18S rRNA) e um em alvos nao ribossomais (Pvr47/Pfr364) dos plasmédios. Os resultados
aqui obtidos permitiram demonstrar que os alvos Pvr47/Pfr364 foram os mais sensiveis para
o diagnostico de malaria submicroscopica, embora ndo se mostraram adequados para o
diagnéstico de espécie. Dentre os protocolos baseados no gene 18S rRNA aqui utilizados
(Nested-PCR, RT-Mangold e RT-Rougemont), a Nested-PCR (método molecular de
referéncia) se mostrou mais apropriada para o diagnostico especifico das infec¢des
malaricas submicroscoépicas. Em conjunto, este estudo de infeccdo malarica em populacées
ianomamis permitiu demonstrar que: (i) enquanto 0,9% das amostras foram positivas pela
microscopia otica (MO), diagnostico de rotina, os protocolos moleculares identificaram 7,8%
de postividade; (i) P. vivax foi a espécie predominante, seguido do P. malariae e P.
falciparum em proporgdes similares; (iii) a positividade por malaria diminuiu com a idade
(criancas>adolescentes>adultos) e foi influenciada pelas variagcbes sazonais
(setembro>novembro); (iv) a prevaléncia de malaria variou significativamente nas diferentes
aldeias, sugerindo que a doenca ndo esta homogeneamente distribuida na area de estudo.
Espera-se que os resultados aqui obtidos possam contribuir para o direcionamento e
monitoragdo de medidas de controle em reservas indigenas, bem como estimar a real
incidéncia de maldaria nas areas sob vigilancia epidemiolégica.



ABSTRACT

In the last few years, considerable success in reducing malaria incidence has been achieved
in Brazil mainly as result of global efforts to control disease. In this new scenario, the need to
detect and treat submicoscopic infections is becoming increasing important, as these
individuals can be a source of infection for mosquito vectors. Aiming to improve molecular
diagnosis of malaria, our research group has standardized a real-time PCR protocol (RT-
PCR), highly sensible, for the detention of non-ribossomal plasmodium targets. Based on
these findings, the goal of the present work was to investigate subpatent malaria infection in
ianomamis indigenous tribes, where low levels of parasitaemia seems to be common. The
study population involved five lanomamis communities from the indigenous district of “Polo
Base Marari’, Amazon state. Two cross-sectional studies were carried-out by the research
team, in september (first survey) and november (second survey) of 2014. A total of 914
indigenous were involved in the study, and 1590 blood samples were collected in filter paper.
For molecular diagnosis of malaria, four different PCR protocols were tested, three based on
ribossomal (18S rRNA) target and one non-ribosomal (Pvr47/Pfr364). The results obtained
demonstrated that Pvr47/Pfr364 was the most sensitive protocol, however, these targets did
not differentiate Plasmodium species. Among the protocols based on the 18S rRNA gene
(Nested-PCR, RT-Mangold and RT-Rougemont), the Nested-PCR (reference molecular
method) was more suitable for the specific diagnosis of submicroscopic infection. Taken
together, this study of malaria infection in Yanomani population showed that: (i) while 0.9% of
positivity was detected by the optical microscopy (MO), the conventional routine diagnosis,
molecular diagnosis was able to detect 7,8%; (ii) P. vivax was the most prevalent specie in
the area, followed by P. malariae and P. falciparum in similar proportions; (iii) malaria
positivity decreased with age (children>teenagers>adults) and fluctuates according to
seasonal variations (september>november); (iv) malaria prevalence varied according to the
Yanomani tribe, which suggest that malaria is not homogeneous transmitted in the study
area. The results presented here may account for strategic plans to control malaria in
indigenous populations, and to estimate the real malaria incidence in areas under
epidemiological vigilance.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Distribuicao mundial da endemicidade de malaria por P. vivax e P.
FAICIDAIUM. ... e e e e e e
Figura 2. Shabono da comunidade de Taibrapa, evidenciando a formacgéao
circular, bem como a grande praga central....................oooiiiiiiiicci e
Figura 3. Visao interna do shabono da comunidade de Taibrapa, onde pode-se
observar as estruturas em palha e madeira, assim como a auséncia de
rEPAtICOES INTEINAS. ... .ttt
Figura 4. Localizacao da area de estudo, demonstrando o Polo Base Marari ao
norte do estado dO AMAZONAS. ..........uiiiiiiiii i
Figura 5. Mapa da area de estudo, ressaltando os principais rios, as localidades
que conformam 0s Polos Base e a Sede do Polo

Figura 6. Fluxograma referente ao desenho experimental utilizado para o
diagnostico molecular de malaria nas amostras pertencentes as cinco
comunidades da tribo indigena Yanomami.............cc.uuuuiiiiiiiiiiiiiiii
Figura 7. Positividade para malaria por aldeia Yanomami. O grafico ilustra o
numero de individuos positivos pela microscopia 6ética (gota espessa) e
protocolos moleculares (RT-LAMAL e RT-Mangold)..........ccccoooeiiiiiiiiiiiii,
Figura 8. Proporcéo de individuos positivos para malaria de acordo com o
género (feminino € MAasCUlINO).............ooiiiiiiiiice e
Figura 9. Numero de individuos positivos para malaria de acordo com o grupo
etario e método de diagnéstico, incluindo os protocolos moleculares (RT-LAMAL
e RT-Mangold) e o} exame parasitologico

Figura 10. Numero de individuos diagnosticados com malaria de acordo com o
periodo de coleta e método de diagnostico, incluindo protocolos moleculares
(RT-LAMAL e RT-Mangold) e o exame parasitolégico (gota espessa -

Figura 11. Representacao gréafica ilustrando a amplificacdo de DNA moldes
obtida a partir do protocolo molecular RT-Rougemount....................cccvviieeeennnn.
Figura 12. Positividade das amostras estudadas de acordo com a espécie de
plasmodio amplificada por protocolos moleculares baseados no gene 18S rRNA
(o (TSR o] = 1] 1 o T I o 1= TP

24

24

34

35

41

52

53

54

55

58



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Dados do numero de habitantes por sexo e faixa etaria para cada
uma das comunidades estudadas..................ooooiiiiiiiiiiiii
Tabela 2. Esquematizacao das coletas realizadas em setembro e novembro e
as amostras submetidas a extracdo de DNA.............ooooiiiiiiiii e
Tabela 3. Resumo das sequéncias de iniciadores da PCR convencional para
amplificacdo dos genes do sistema ABO..............oooviiiiiiiiiii
Tabela 4. Resumo das sequéncias dos iniciadores utilizados para as reagdes
de RT-PCR padronizadas no Laboratério de Malaria do CPgRR (RT-PCR

Tabela 5. Resumo das sequéncias dos iniciadores utilizados para a reacao de
RT-PCR para  amplificacdgo do gene 18S rRNA  (RT-PCR
1Y/ =T aTo o] [o ) TSSO UPPPPUPPRRRPIN
Tabela 6. Resumo das sequéncias dos iniciadores utilizados para a reagéo de
Nested-PCR e tamanho da sequéncia amplificada por cada par de
] (o7 = To [0 SRR PRR
Tabela 7. Resumo das sequéncias dos iniciadores utilizados para a reacao de
RT-PCR para amplificacdo do  gene 18S rRNA  (RT-PCR
ROUGEMOUNL)... .o
Tabela 8. Resultado da positividade dos ensaios moleculares (RT-LAMAL e RT-
Mangold), com seus respectivos alvos moleculares, segundo a positividade na
microscopia Otica (MO).........cooiii s
Tabela 9. Distribuicdo de frequéncia das amostras positivas para malaria de
acordo com a espécie de plasmédio identificada protocolo molecular (RT-
Mangold) e pela microscopia ética (MO)............ccooviiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e
Tabela 10. Distribuicdo de frequéncia das amostras positivas e negativas para a
infeccdo malarica, referentes ao corte de setembro e novembro-2014 (n=1590),
frente aos protocolos moleculares adicionais aplicados nas amostras

previamente positivas (Nested-PCR e RT-
ROUGEMOUNL)... .o
Tabela 11. indice kappa de concordancia entre os trés protocolos moleculares
aplicados (RT-Mangold, Nested-PCR e RT-

ROUGEMOUNT). ...

35

37

42

43

45

46

47

50

51

59



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

CP - Controle positivo

CPgRR - Centro de Pesquisa René Rachou

DNA — Desoxiribonucleic Acid (Acido Desoxirribonucléico)
dNTPs — Desoxirribonucleotideos Trifosfatados

DSEI-Y — Distrito Sanitario Especial Indigena Yanomami

FTA — Whatman® FTA® Card Technology (Sigma-Aldrich)
LAMP-PCR — Loop-Mediated Isothermal PCR

mM — Milimolar

MO - Microscopia 6tica

n — NUumero de individuos

neg. — Negativo

OMS - Organizagdo Mundial de Saude

pb — Pares de base

PCR - Polimerase Chain Reaction (Reagdo em Cadeia da Polimerase)
Pf — Plasmodium falciparum

PF — Papel de filtro

Pv — Plasmodium vivax

Pm — Plasmodium malariae

PNCM - Plano Nacional de Controle de Malaria

RDT — Rapid Diagnostics Testes (Testes Rapidos para Diagnéstico)
RT — Real time

SSU rRNA — Subunidade menor do RNA ribossomal

SVS - Secretaria de Vigilancia em Saude/Ministério da Saude
Tm — Temperatura de melting (dissociagao)

Ml — Microlitro

MM — Micromolar



SUMARIO

TINTRODUGAO . ... ..o, 17
1.1 Malaria NO MUNO.........uiiiiiiiiii e 17
1.2 Malari@a NO Brasil............oooiiiii e 18

1.2.1 Panorama atual da malaria no Brasil..............cccccccoiiiiiiiiii 20
1.3 Malaria no territério indigena Yanomami.............c..ueeeeeviiiiiiiiiiiiiiiniee, 22
1.3.1 Distrito Sanitario Especial Indigena Yanomami (DSEI-Y)................... 22
1.3.2 Histérico da malaria no DSEI-Y ..., 25
1.4 Diagnostico de Malaria..............eeeeiiiiiiiiiiiie e 26
1.4.1 Diagnostico parasitoldgiCo...........cccuuiiiiiiiiiiiiiiie e 26
1.4.2 Teste imunocromatografico rapido.................cccceeieeeiiieiiiinieeie, 27
1.4.3 Diagnostico MolecCuUlar................ooooiiiiiiii e 28

2 JUSTIFICATIVA .o 30

B OBUETIVOS . ... 33
3.1 ObJELIVO QEIal.......eeiiiii i 33
3.2 Objetivos €SPECIfICOS. ......ciiiiiiiiiiiii e 33

APACIENTES EMETODOS ... 34
4.1 Populagao de eStUdO............oviiiiiiiiiiiie e 34
4.2 Cortes transversais e coleta de amostras.............cccccooeciiiiiiiiii 36
4.3 Diagnostico de malaria por microscopia otica................ccooevvvvvviiiiiiceeeeenn. 37
4.4 Extracdo de DNA a partir de sangue em papel de filtro................................ 38

441 Titulagdo de amostras de P. falciparum para avaliacdo do
desempenho da PCR RT-LAMAL utilizando papel de filtro xaroposo e

FTA card (Sigma-Aldrich).............coiiiiiiii e, 39
4.5 Painel de amoStras..........ccuiiiiiiiiiiie e 39
4.6 Reacado em Cadeia da Polimerase (PCR)............ccoooiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee, 40
46.1 PCR em tempo real para amplificacdo do sistema de grupo
SANGUINEO ABO ... ... 41
4.6.2 PCR em tempo real para amplificacdo dos alvos Pvr47 e Pfr364
(RT-PCR LAMAL). ..ottt 42
4.6.3 PCR em tempo real para amplificacao do gene 18S rRNA (RT-PCR
MANGOIA)..... e 44
4.6.4 PCR convencional para amplificagcdo do gene 18S rRNA (Nested-
PCR SNOUNOU)....cuuiiiiiiiiiiiiiiiie ettt 45
4.6.5 Padronizacdo da PCR em tempo real para amplificacdo do gene
18S rRNA (RT-PCR Rougemount)..........ccccooeiiiiiiiii e 46
4.7 ANALISE dOS AAUOS.......uiiiiiiiiiiiiie e 47
B RESULTADOS . ... ..ottt e e e e e e e 49

5.1 Protocolos moleculares baseados em diferentes alvos plasmodiais (RT-
LAMAL e RT-Mangold) para caracterizar as infeccbes malaricas na tribo

glelTo =T at=T €=TaTe] g o F=T 1 o TP PPPPPPPR 49
5.2 Fatores demograficos e epidemioldgicos influenciando a positividade de
malaria nas aldeias IaNOMAMIS. ..o 51

5.3 Amplificacdo pela Nested-PCR e RT-Rougemount das amostras



previamente identificadas como positivas por protocolos moleculares ja
eStabeleCidos. .. ...
5.3.1 Padronizagdo da PCR em tempo real RT-Rougemount para
amplificagdo do gene 18S rRNA. ... ...
5.3.2 Amplificacdo das amostras positivas pela Nested-PCR e RT-
ROUGEMOUNT. ... e
5.4 Desempenho da PCR em amostras de sangue estocadas em diferentes
tipos de papel de filtro (xaroposo e FTA Card (Sigma-Aldrich)).........................

B DISCUSSAOD. ...
6.1 Protocolos moleculares no diagnéstico de malaria em amerindios
E=T o] 0 4 F= 1 01 TSR PPRPPRRTRPPPN

6.1.1 Alvos ribossomais (18S rRNA) e nao-ribossomais (Pvr47/Pfr364)
para o diagndstico de malaria humana................ccccoiiiiiie
6.1.2 Técnicas moleculares baseadas no gene 18sRNA dos plasmodios
para o diagnostico de espécie nas aldeias ianomamis (Nested-PCR, RT-
Mangold e RT-Rougemount)..............uuiiiiiiiiiiiiiiiiiee e
6.1.3 Avaliacdo do desempenho dos papeis de filtro (xaroposo e FTA
Card (Sigma-Aldrich)) para a amplificacao de plasmédio................cccccenn....
6.2 Malaria nas aldeias i[@anOMAaMIS..............uuiiiiiiiii e

T CONCLUSOES ... oo
REFERENCIAS ..o,

APENDICE ... o oo

56

56

58

62

63

64

64

66



17

1 INTRODUCAO

1.1 Malaria no mundo

Considerada uma das principais doencgas parasitarias que acometem o
homem, a malaria € caracterizada como relevante, principalmente, em regides
tropicais e subtropicais do mundo. Neste contexto, o continente africano destaca-se
em razao da intensificacdo dos acometimentos (WHO, 2014). Neste continente, a
doenca é ocasionada, principalmente, pela espécie Plasmodium falciparum (Figura
1), comumente responsavel pela forma mais grave da doenca e pelo agravo no
numero de casos associados a morte e intensa morbidade (HAY et al., 2010; SNOW
et al., 2005).

A Plasmodium vivax

PvPR

0%
b - Stable transmission
Fod | Unstable transmission

k - Risk free E

B Plasmodium falciparum

N

y - Stable transmission v
" - | Unstable transmission "

Risk free

Figura 1. Distribuicao mundial da endemicidade de malaria por Plasmodium vivax
(A) e P. falciparum (B). Areas sao definidas como estaveis (cinza-escuro), instaveis

(cinza-médio) ou sem risco (cinza-claro). Os dados de parasitemia sdo apresentados
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em um continuo de azul a vermelho (0%-100%), sendo a parasitemia estimada
aleatoriamente em uma populacdo e definida por intermédio de exames
parasitolégicos ou teste rapido. Fonte: Adaptado de GETHING et al, 2011 e
GETHING et al., 2012.

Dados recentes referentes a distribuicao global da malaria indicam que a
transmissao desta doenca transcorre ativamente em 97 paises (WHO, 2014).
Mundialmente sao estimados que 3,2 bilhdes de pessoas habitam areas com risco
de contrair a malaria. Neste sentido, considera-se que em 2013, ocorreram,
aproximadamente, 584 mil mortes em decorréncia da doenga em ambito mundial, as
quais se concentraram, principalmente, no continente africano. Neste mesmo
periodo, apurou-se que 78% dos O6bitos acometeram criangas menores de cinco
anos (WHO, 2014).

Nos ultimos anos, foram constatados inUmeros avangos em nivel mundial
nas pesquisas envolvendo o controle de malaria, as quais proporcionaram uma
reducao significativa da morbimortalidade desta doenca em muitas regides
endémicas no mundo (TAUIL, 2011).

Entre os anos de 2000 e 2013 registrou-se uma reducao de
aproximadamente 47% na taxa de mortalidade em ambito mundial. O mesmo
cenario foi observado nos paises da Africa, nos quais observou-se um decréscimo
de 54% neste parametro (WHO, 2014). Ja nas Américas verificou-se uma diminuicao
de aproximadamente 60% do numero de casos de malaria notificados entre os anos
de 2001 e 2012 (REGUILLO et al., 2015).

1.2 Malaria no Brasil

Tratando-se do dominio nacional, trés sao as espécies causadoras da
malaria humana, sendo estas P. vivax, P. falciparum e Plasmodium malariae, com a
maioria dos acometimentos decorrentes de infeccao por P. vivax, responsavel por
cerca de 80% dos casos notificados. Neste cenario, aproximadamente 99% dos
casos notificados de malaria derivam da regido da Amazébnia Legal, area que
corresponde a 59% do territorio brasileiro e engloba a totalidade de nove estados
(Acre, Amapa, Amazonas, Maranhdao, Mato Grosso, Para, Rondénia, Roraima e

Tocantins) (GUERRA et al., 2005). Neste contexto, a presenca de locais apropriados
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para a criacdo dos mosquitos vetores (grandes reservatérios de agua, limpa,
sombreada e sem correnteza), bem como as baixas condigdes socioecondmicas da
populacao local, contribuem para a transmissdo e manutencdo da doenca (WHO,
2014).

Na regido extra-Amazénica, mais de 80% dos casos registrados sao
importados de estados brasileiros pertencentes as areas endémicas, bem como do
continente africano e de outros paises da América do Sul (SVS/MS, 2010a; SVS/MS,
2010b). Apesar de serem areas consideradas nao endémicas, essas regides detém
elevada importancia epidemiolégica, uma vez que possuem potencial para
transmissao autéctone da doenca; em razdo da presenca de mosquitos vetores, do
constante fluxo migratorio entre individuos residentes em areas endémicas e da
gravidade clinica em individuos ndo imunes (LORENZ et al., 2015). Soma-se a isto,
a falta de conhecimento e a auséncia de familiaridade dos profissionais de saude
com a abordagem diagnoéstica e terapéutica, agravando o tratamento e controle da
doenca.

A diminuicao da mortalidade associada a doenga na Amazénia brasileira
contrasta com a alta letalidade entre os casos diagnosticados de malaria fora da
area endémica. De fato, apenas 19% dos casos notificados na regido extra-
Amazébnica sao diagnosticados e tratados precocemente, isto €, nas primeiras 48
horas ap6s o inicio dos sintomas. Por outro lado, na regidao Amazédnica, 60% dos
casos sao tratados de forma prematura. Isto explica a alta propor¢cao de casos
graves € numero de o6bitos sucedidos na regiao extra-Amazdnica (LORENZ et al.,
2015).

Em regides de Mata Atlantica tém sito reportados casos de transmissao
autéctone de malaria, os quais sao transmitidos, principalmente, pelo Anopheles
(Kerteszia) cruzii (FEACHEM, 2009). Neste cenario, os vetores optam pelas
bromélias como criadouros preferenciais, e por esta razdo, os individuos com
estreito contato com as florestas tropicais sdo os mais sujeitos a picada do vetor
anofelino. As infecgcbes decorrentes desta exposicdo encontram-se frequentemente
associadas as espécies P. vivax e P. malariae, presentes de forma significativa
neste bioma. Soma-se, a este quadro, a existéncia das espécies P. simium e P.
brasilianum, que sao parasitos comumente encontrados em macacos do Novo
Mundo (COLLINS & JEFFERY, 2007).
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Aparentemente, os protozoarios P. malariae e P. brasilianum sao
variantes da mesma espécie, submetidos ao processo de especiacao em diferentes
hospedeiros, uma vez que nao possuem diferengcas morfolégicas ou genéticas
descritas entre eles (LALREMRUATA et al., 2015). O mesmo acontece com as
espécies P. vivax e P. simium (ALVARENGA et al.,, 2015). Logo, acredita-se que
hospedeiros primatas nao humanos possam estar atuando como reservatoérios
naturais, sugerindo que uma parte do ciclo da malaria extra-Amazénica seja de
carater zoondético (LALREMRUATA et al., 2015). Estudos recentes realizados por
Laporta et al., (2015), detectaram a presenca de P. falciparum em amostras de
doadores de sangue no estado de Sao Paulo, bem como associaram este parasito a
Anopheles (Kerteszia) cruzii coletados em regides especificas da Mata Atlantica,
questionando, assim, a complexidade epidemiolégica da malaria na regiao extra-
Amazénica.

Dentre as espécies causadoras da malaria, P. malariae é tido como pouco
frequente na populacdo humana. Contudo, estudos com limites de deteccao
otimizados correlacionam a presenca deste parasito em varias regides endémicas
de malaria do mundo, incluindo no Brasil (AUTINO et al., 2012). Estudo realizado em
2008 revelou, ainda, que aproximadamente metade dos casos positivos para malaria
na comunidade indigena Yanomami eram resultantes da presenca de P. malariae
(METZGER et al., 2008).

1.2.1 Panorama atual da malaria no Brasil

No decorrer do ano de 2014, foram notificados cerca de 145 mil casos de
malaria no Brasil, niumero significativamente reduzido, quando comparado aos anos
anteriores (SVS/MS, 2015). Contudo, ainda existem grupos populacionais nos quais
a atenuacado nao foi satisfatéria, como € o caso das comunidades indigenas
(REGUILLO et al., 2015)

Neste sentido, o governo brasileiro instituiu o Programa Nacional de
Controle da Malaria (PNCM) responsavel pelas melhorias nas estruturas das
Unidades de Saude, bem como pelo incentivo a fiscalizacdo em pontos de
transmissao da doenca, atuando diretamente no diagnéstico e tratamento precoce.
Desta forma, em regides de alta transmissdo de malaria, onde a populagéao

desenvolve um certo grau de imunidade contra a doenga e os casos assintomaticos
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sao frequentes, como é o caso da area indigena Yanomami, seria ideal realizar o
diagnoéstico periodicamente, através de busca ativa, objetivando com isto abranger
toda a populagao, independente da presenca de sintomas (COURA et al., 2006).
Entretanto, os métodos de diagnéstico de rotina (microscopia e teste rapidos) nao
s&o suficientemente sensiveis na deteccdo de infecgdes subpatentes (HANSCHEID,
2003).

Embora tenha ocorrido uma queda do numero de casos de malaria ao
longo dos ultimos anos no Brasil, os focos de transmissao decorrentes da presenca
de P. vivax ainda persistem. Do ponto de vista do controle, P. vivax apresenta
grandes desafios, ja que esta frequentemente associado a baixas parasitemias
(algumas vezes submicroscépicas) e apresenta formas latentes no figado
(hipnozoitos), responsaveis pelas recaidas da doenca meses apds a infecgao inicial
(CHENG et al., 2015). Neste contexto, o predominio de P. vivax também encontra-se
associado a implementacao do diagnéstico precoce e tratamento da malaria por P.
falciparum com derivados de artemisinina (Coartem), droga consideravelmente
eficiente.

De fato, o tratamento precoce, antes que os gametocitos de P. falciparum
aparecam na circulacao, demonstrou consideravel impacto na transmissao desse
parasito. Ja o tratamento precoce contra P. vivax nao apresentou muita eficacia,
uma vez que os gametdcitos se mantém circulantes no sangue cerca de trés dias
apos o inicio do ciclo eritrocitico (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010). Além disso, as
infeccbes decorrentes da presenca de P. vivax transcorrem, na maioria das vezes,
em infecgcdes preferencialmente benignas e muitas vezes assintomaticas,
favorecendo a subnotificacdo desta espécie. Especialmente nas regides extra-
Amazénicas, a malaria febril & frequentemente confundida com outras patologias,
nao sendo descrita corretamente e ofuscando o cenario real da malaria nestas
regides (LORENZ et al., 2015).

Com relacao a P. malariae, espécie negligenciada em nosso meio, os
dados oficiais sugerem que este agente etiolégico seja pouco prevalente no Brasil
(McKENZIE et al., 2001). Contudo, este parasito possui formas capazes de
permanecerem no sangue, em baixas parasitemias, por um periodo de tempo
considerado, assumindo, desta forma, um carater cronico. Associa-se a isto, a
similaridade morfoldégica a outras espécies, dificultando a deteccao deste parasito

em exames parasitolégicos de rotina. Além disso, sdo caracteristicas desta espécie
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0 baixo numero de merozoitos produzidos nos ciclos eritrociticos, bem como o
desenvolvimento dos ciclos sanguineos com duragcdo de, aproximadamente, 72
horas e a preferéncia do parasito em se desenvolver em hemacias maduras
(COLLINS & JEFFERY, 2007). Devido a tais agravantes, associados a escassez de
estudos vinculados a este parasito, as infecgdes decorrentes da presenca de P.
malariae necessitam de técnicas moleculares para o diagnéstico de certeza,
reforcando a ideia de que os dados associados a este agente etioldégico estejam
subnotificados (McKENZIE et al., 2001).

A grande reducado do numero de casos de malaria na ultima década
aventa a possibilidade de interromper a transmissao da doenga em algumas regiées
do territério nacional (TAUIL, 2011). Para tal, faz-se necessaria a deteccao de
infeccbes submicroscopicas, uma vez que individuos pauciparasitados constituem
reservatérios da doenca, mesmo sem a manifestagéo clinica, podendo, desta forma,
infectar mosquitos vetores. Logo, o diagnéstico precoce destes individuos auxilia no
tratamento especifico, e, consequentemente, interrompe o ciclo de transmissao da
doenca (TAUIL, 2011).

A sensibilidade limitada da microscopia 6tica (MO), método de diagnéstico
de rotina, bem como dos testes rapidos de imunocromatografia, comprometem a
deteccdo do parasito em muitas infecgdes submicroscopicas (HANSCHEID, 2003).
Isto € particularmente relevante no contexto dos programas de controle, uma vez
que estes visam identificar, de forma precoce e coerente, os individuos infectados; a
fim de mensurar a real prevaléncia da doenga nas areas sob vigilancia

epidemiolodgica.

1.3 Malaria no territério indigena Yanomami

1.3.1 Distrito Sanitario Especial Indigena Yanomami (DSEI-Y)

O censo demografico realizado pelo IBGE, em 2010, apontou que a
populacéo indigena brasileira corresponde a aproximadamente 896.917 pessoas.
Estes grupos amerindios concentram-se, principalmente, na Amazdnia Legal e
preservam ampla diversidade linguistica e cultural. Embora 36,2% da populacao

considerada indigena viva em areas urbanas, a grande maioria (63,8%) reside em
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areas rurais, dentre as quais muitas sao de dificil acesso na floresta Amazdnica
(IBGE, 2012).

Desde 1999, a populacao indigena brasileira foi organizada em unidades
de responsabilidade sanitaria federal (Lei N° 9.836 de 24 de setembro de 1999) --
denominadas Distritos Sanitarios Especiais Indigenas (DSEI) -- ficando a execug¢ao
da atengdo a saude indigena sob a responsabilidade da Fundacéo Nacional de
Saude - FUNASA, braco executivo do Ministério da Saude do Brasil. Cada DSEI
corresponde a uma ou mais terras indigenas, sendo a DSEI dos grupos indigenas
ianomamis (DSEI-Y) uma das 34 DSEI criadas no Brasil (MS/FNS; 2010).

O territério indigena Yanomami reflete 5% do total de indigenas em
ambito nacional, sendo, desta forma, considerada a ocupacgao indigena com maior
numero de habitantes. Logo, contemplam uma dimensao territorial de
aproximadamente 192.000km?, abrangendo o norte da Amazénia brasileira e areas
vizinhas da Venezuela (CARTER & MENDIS, 2002). Estes individuos integram uma
sociedade formada basicamente por cagadores, coletores e agricultores; o que os
torna dependentes dos recursos naturais (RIBAS, Tese de Doutorado, 2015).
Ressalva-se que o dominio da lingua portuguesa & variavel entre os membros das
comunidades; oscilando de acordo com a intensidade e frequéncia do contato com
populacdes nao indigenas (KELLY et al., 2007).

Os grupos indigenas ianomamis sao geralmente organizados em casas
plurifamiliares, denominadas shabonos (Figura 2). Estes sistemas consistem
basicamente em grandes estruturas circulares que convergem em pragas centrais
destinadas a varios tipos de atividades. Estas construcdes sao feitas, sobretudo, de
madeira, barro, palhas e folhas de palmeira (Figura 3). Dentro dos shabonos, cada
familia se organiza ao redor de uma fogueira, ndo havendo paredes ou estruturas
internas que separam uma familia da outra. A noite, as redes sdo dispostas
préximas ao fogo que € nutrido durante todo o periodo, a fim de manter a

temperatura agradavel (RIBAS, Tese de Doutorado, 2015).
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Figura 3. Visao interna do shabono da comunidade de Taibrapa, onde pode-se
observar as estruturas em palha e madeira, assim como a auséncia de reparticoes

internas. Fonte: Tese Doutorado Jordi Ribas, 2015.

A mobilidade é uma caracteristica muito relevante na cultura deste povo
semindmade. Os deslocamentos durante longos periodos séo praticados na busca
de novas residéncias (onde passam parte do ano), ou, ainda, para Vvisitar
comunidades vizinhas. Ressalva-se que o contato com amerindios derivados da

Venezuela sdo constantes. Neste contexto, os frequentes deslocamentos, bem
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como a proximidade de possiveis criadouros de vetores anofelinos influenciam na
transmissdo de malaria e na aplicabilidade das intervengdes de controle (RIBAS,
Tese de Doutorado, 2015).

O deslocamento para as diversas comunidades do estudo encontra-se
diretamente vinculado aos periodos de chuvas e estiagem. Ja a sede do Distrito
Sanitario Especial Indigena Yanomami (DSEI-Y) consolida-se em Boa Vista
(Roraima), sendo o acesso aos Polos Base do distrito Yanomami realizado por
pequenas aeronaves que partem da matriz. Com relacdo a comunicagao, esta &
realizada, primordialmente, por intermédio da radiofonia (RIBAS, Tese de
Doutorado, 2015).

1.3.2 Histérico da malaria no Distrito Sanitario Especial Indigena Yanomami
(DSEI-Y)

Até a década de 1960, os ianoméamis residentes no Brasil viviam
praticamente isolados, sendo que os primeiros relatos de casos de malaria na
comunidade ocorreram em razao do contato inicial com grupos nao indigenas. Por
tal motivo, até a década de 1980, a malaria era restrita as areas periféricas da
reserva Yanomami. Contudo, a partir de 1987, ocorreu uma invaséao significativa de
garimpeiros na localidade, resultando na transmissao autéctone da malaria
(MS/FNS, 2006). A partir deste episdédio, a doenca se disseminou, atingindo,
inclusive, as comunidades mais isoladas e sem recursos.

A assisténcia a saude dos ianomamis encontra-se diretamente
relacionada ao conceito singular que estas comunidades indigenas detém sobre
doencas (embora em algumas localidades exista uma boa compreensédo dos
diferentes elementos necessarios e responsaveis pela transmissdao de doencas,
como por exemplo, a malaria) (RIBAS, Tese de Doutorado, 2015). Geralmente, esta
sociedade desfruta de crencas que associam as patologias a origens magicas ou
sobrenaturais (KELLY et al., 2007). Felizmente, ocorre certa diferenciagéo entre as
epidemias derivada dos “brancos”’, das demais doencas, facilitando, assim, a
aceitacao ao tratamento.

Em territério nacional, as epidemias malaricas concentram-se na
Amazénia Legal brasileira, preferencialmente, em comunidades indigenas. A titulo

de exemplo, no decorrer dos anos 2003 a 2009 o numero de amerindios infectados
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cresceu mais de 300% (REGUILLO et al., 2015). Mais especificamente, em 2011,
aproximadamente 10,6% dos casos de malaria na Amazénia foram registrados em
comunidades amerindias, destacando o estado do Amazonas para a maioria dos
acometimentos (MS/SVS, 2000-2011). Portanto, faz-se necessario conhecer o risco
potencial da malaria nas popula¢des indigenas, particularmente, entre os povos
ianomamis que tem estado sob risco constante de doengas devido a invasao de

garimpeiros e extrativistas; agravando o numero de casos.

1.4 Diagnostico de malaria

O desenvolvimento de um método de diagnostico para malaria que seja
eficiente, rapido e de facil execugcédo tem motivado pesquisas em todo o mundo; isto
€ relevante ja que o tratamento adequado esta diretamente relacionado a
identificacdo correta e precoce da espécie de plasmédio. Desta forma, é essencial
que o método de detecgao atenda alguns parametros, por exemplo, altos valores de
sensibilidade, especificidade e acuracia; além de almejar um melhor custo beneficio
e de apresentar um rapido desempenho em sua execu¢ao. No caso da malaria, faz-
se necessario suprir estas exigéncias, uma vez que o diagnéstico desta doenga é
um dos pilares dos atuais programas de prevencao e controle em ambito mundial
(WHO, 2013). Nesse sentido, varios sdo os métodos utilizados, atualmente, para o
diagnostico de malaria, incluindo técnicas parasitolégicas, imunoldgicas e
moleculares (HANSCHEID, 1999; SVS, 2010b).

1.4.1 Diagnéstico parasitolégico

O diagnoéstico de rotina para a malaria humana é, historicamente,
baseado na deteccédo do parasito no sangue, possibilitando, assim, a identificagao
das diferentes espécies causadores da doenca, em diferentes estagios biolégicos
(ERDMAN & KAIN, 2008).

Estabelecido como método padrao-ouro, a técnica parasitoldégica consiste
na analise da gota espessa corada com Giemsa. Em virtude do baixo custo
associado ao ensaio, bem como a capacidade de quantificagdo da densidade
parasitaria e monitoramento da resposta quimioterapica (acompanhamento de cura),

este diagnéstico € considerado acessivel. Contudo, apesar de ocupar posicao de
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destaque entre as outras técnicas, estudos recentes tém demonstrado que o exame
microscépico também possui muitas limitagdes. Aléem da boa qualidade do material
de preparo para leitura e interpretacdo do resultado; a técnica requer tempo,
microscopistas experientes e equipamentos de boa qualidade (MANGOLD et al.,,
20095).

Estudos prévios demonstram, ainda, que mesmo em diagnosticos
realizados por microscopistas capacitados, ha ocorréncia de erros ou resultados
inconclusivos, causados, principalmente, pela semelhangca morfolégica entre as
espécies, baixo numero de parasitos por campo no microscépio, ou ainda, infecgdes
mistas, o que dificulta a precisdo no diagnéstico do profissional (HANSCHEID, 2003;
PROUX et al., 2011). Tais desvantagens, aliadas a baixa sensibilidade do ensaio
parasitolégico (20-100 parasitos/ul de sangue) incentivam a busca de novos
métodos diagnédsticos, a fim de aprimorar e otimizar o diagnostico da malaria

humana.

1.4.2 Teste imunocromatografico rapido

Diversos testes diagnésticos rapidos (RDT, Rapid Diagnostic Tests) foram
desenvolvidos para o diagnéstico de malaria humana, sendo estes ensaios
baseados na captura de antigenos do parasito na circulagdo sanguinea (MENS et
al., 2007). Disponivel no mercado através de Kkits, este método nao requer
treinamento ou equipamento especifico para a interpretacdo dos resultados.
Associa-se a isto o facil manuseio e transporte, alcangcando regides de dificil acesso.
Logo, este método diagndstico tem se mostrado de grande utilidade para triagens e
confirmacao de diagndsticos, principalmente para turistas que visitam areas
endémicas, pacientes hospitalizados e eventuais surtos de malaria
(WONGSRICHANALAI et al., 2007; ERDMAN & KAIN, 2008; MURRAY & BENNETT,
2009).

O principio desta técnica é baseado em imunocromatografia em
membrana de nitrocelulose, na qual a captura de antigenos circulantes do parasito &
realizada por meio de anticorpos monoclonais, sendo a presenga do antigeno
indicada por uma alteracao de coloracao na fita (MOODY & CHIODINI, 2002).

Apesar de ser considerada uma técnica simples e acessivel, a maior

limitacdo dos testes rapidos é a baixa sensibilidade que, em geral, permite detectar
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de 100 a 200 parasitos por microlitros de sangue (malERA, 2011).

1.4.3 Diagnoéstico molecular

As ferramentas moleculares tém revolucionado a detecgéao e identificagédo
de patdégenos desde a década de 80, aprimorando as perspectivas para o
diagnostico de doencas infectoparasitarias. Neste contexto, o ensaio denominado
PCR (reacdo em cadeia da polimerase) possui como principio o0 uso de dois pares
de iniciadores (responsaveis por flanquear uma sequéncia especifica do DNA) que,
juntamente com uma enzima (Taq polimerase), sdo empregados em sucessivos
ciclos de desnaturacao e extensao do material genético, com a finalidade de gerar
milhares de copias da sequéncia alvo (LORENZ, 2012)

As técnicas moleculares como ferramentas auxiliares aos métodos
diagnésticos de malaria, foram inicialmente descritas por Waters & McCutchan, em
1989, baseando-se em sequéncias género e espécie-especificas inseridas na regiao
codificadora da subunidade menor do RNA ribossomal 18S dos plasmodios (18S
rRNA). Desde entdo, uma variedade de protocolos vem sendo descritos baseados
neste alvo (SNOUNOU et al., 1993; MANGOLD, 2005; ROUGEMOUNT et al., 2004).

Para o diagnéstico molecular de malaria, algumas adequacdes da PCR
convencional vém sendo relatadas. Dentre essas, destaca-se a variante da reacao
em cadeia da polimerase, a PCR em tempo real, uma vez que esta possui a
capacidade de realizar analises quantitativas de acidos nucléicos presentes em
determinadas amostras, além de dispensar a manipulagdo p6s amplificacao; fator
este que diminui o tempo e risco de contaminacado da técnica (KUBISTA et al.,
2006).

Recentemente, uma nova técnica molecular isotérmica, (LAMP PCR-
Loop-mediated isothermal amplificatication) tem sido validada para testes
diagnoésticos (PARIDA, et al., 2008). A LAMP consiste em uma técnica simples, de
baixo custo e acessivel, uma vez que possui o0 potencial de realizar analises em
condi¢Oes precarias de campo. Esta ferramenta, assim como a PCR em tempo real,
dispensa a manipulagdo p6s amplificagdo, em razdo do produto ser visualizado
através de turbidez ou fluorescéncia (PARIS et al., 2007; CHEN et al., 2010).

Sabe-se que o gene 18S rRNA € um bom alvo para a diferenciacao de

plasmédios, pois apresenta regides polimérficas flanqueadas por regides
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conservadas, facilitando o desenho dos iniciadores (LAL et al., 1989; SNOUNOU et
al., 1993; DAS, 1995). Entretanto, algumas lacunas vinculadas ao baixo numero (~8
cbpias) de sequéncias deste gene no genoma das espécies de Plasmodium,
associado ao fato de nao serem idénticas e se mostrarem variavelmente expressas
durante o ciclo de vida do parasito, comprometem a sensibilidade do protocolo.

Na busca de alvos potencialmente promissores para o diagndstico
molecular de malaria, a estudante Lara Cotta Amaral, do Laboratério de Malaria do
CPgRR, descreveu em sua dissertacdo de mestrado, em 2014, um protocolo de
PCR em tempo real capaz de amplificar as sequéncias Pvr47 e Pfr364, presentes
em P. vivax e P. falciparum, respectivamente, ainda sem fungdes conhecidas
(DEMAS et al., 2011). Neste contexto, a sequéncia Pfr364 encontra-se presente em
41 cbpias no genoma de P. falciparum, cada uma delas localizada na regido de
repeticdo subtelomérica SB2. Por outro lado, Pvr47 se encontra em 14 cépias no
genoma de P. vivax, sendo dois membros dessa familia localizados préximos aos
genes vir, enquanto um terceiro se encontra proximo a proteina transmembrana
subtelomérica Pvstp1 (DEMAS et al., 2011).

Embora a aplicacdo dos métodos baseados em ferramentas moleculares
para o diagnéstico de rotina da malaria continue sendo um desafio, os protocolos
baseados na PCR tém se mostrado uma das ferramentas mais promissoras na
deteccéo de Plasmodium, por possuir alta sensibilidade e especificidade, detectando
até mesmo infecgcdes subclinicas (DEMAS et al., 2011). Logo, as técnicas
moleculares tém grande aplicabilidade em estudos epidemiolégicos e
quimioterapicos; bem como na triagem de bancos de sangue. Apesar da
Organizacdo Mundial de Saude recomendar que 0s bancos de sangue sejam
submetidos a triagem com o intuito de descartar a malaria, a maior parte dos bancos
de areas endémicas nao utiliza nenhum método diagnoéstico para triar potenciais
doadores (NANSSEU et al, 2013). A Amazdnia brasileira ndo estd em situacao
diferente, uma vez que a malaria transfusional tem sido negligenciada na regiao
(FREITAS & DUARTE 2014). Consequentemente, episdédios de malaria em
decorréncia deste agravante tém ocorrido em varios paises, incluindo no Brasil
(SCURACCHIO et al., 2011).
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2 JUSTIFICATIVA

No contexto de baixos niveis de transmissdao malarica, como verifica-se,
atualmente, em grande parte do Brasil, muitas infeccbes sado subpatentes e
assintomaticas, ndo podendo ser diagnosticadas por intermédio de exames
parasitolégicos de rotina. Neste contexto, a vigilancia epidemiolégica precisa
monitorar ndo apenas os casos clinicos e ébitos por malaria, mas também direcionar
para a deteccao eficiente das infecgbes malaricas subpatentes, objetivando-se, com
isto, identificar as areas com risco de transmissdo, as quais devem ser alvos de
medidas de controle mais eficientes.

Desta forma, o emprego de um método diagnéstico eficaz propiciaria a
identificacdo precoce do parasito e permitiria a caracterizacdo da espécie; etapas
fundamentais para a definicdo do esquema terapéutico. Para tal fim, os protocolos
moleculares sdo consideravelmente mais sensiveis (OKELL et al., 2011). Contudo,
trabalhos anteriores, incluindo um estudo do nosso grupo de pesquisa,
demonstraram baixa reprodutibilidade dos ensaios moleculares, atualmente
disponiveis, particularmente nos casos de individuos pauciparasitados (CAMARGOS
et al.,, 2014). A utilizacao de técnicas baseadas na reacao em cadeia da polimerase
(PCR) para o diagnéstico diferencial de malaria humana tem sito descrita por varios
autores, sendo especialmente utilizada para estudos epidemiolégicos (MARCANO et
al., 2004; GRENFELL et al., 2008; LASERSON et al., 1999; METZGER et al., 2008).
Além disto, os protocolos de PCR podem ser muito uteis para esclarecer resultados
duvidosos ou inconclusivos, dado que o diagnéstico de rotina, além de baixa
sensibilidade, requer microscopista experiente.

No Brasil, das trés espécies de plasmaodio circulantes, P. malariae é a que
apresenta menor frequéncia nas populagdes humanas; entretanto, apesar disto,
encontra-se amplamente distribuido e seu diagnéstico diferencial com as outras
espécies de plasmaodios tem sido dificultado, particularmente, porque (i) esta espécie
encontra-se frequentemente associada a baixas parasitemias, assumindo um carater
cronico; (ii) apresenta-se morfologicamente semelhante a outras espécies de
Plasmodium, resultando em diagndstico de incerteza. Além disso, os estudos
envolvendo P. malariae ainda sao pouco frequentes. A combinagédo destes fatores,

associada a baixa patogenicidade do parasito e baixa sensibilidade dos protocolos
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moleculares, contribuem para a subnotificacdo desta espécie de Plasmodium. Logo,
faz-se necessario conhecer a real prevaléncia desta espécie em areas endémicas
de malaria, particularmente, em populagbes isoladas, como os amerindios da
Amazénia brasileira, onde os casos notificados de malaria tém progredido
(REGUILLO et al., 2015)

A maior parte das metodologias atuais que visam o diagnostico molecular
especifico de malaria recorrem as sequéncias género e espécie-especificas, na
regido codificadora da subunidade menor do RNA ribossomal dos plasmdédios, gene
18S (18S rRNA), caracterizada por regides polimérficas flanqueadas por regides
conservadas, e expressas durante o ciclo de vida do parasito. Apesar disto, outros
alvos tém sido descritos, principalmente para P. vivax e P. falciparum (DEMAS et al.,
2011); entretanto os novos alvos potencialmente promissores classificam as
espécies, até o momento, apenas em nivel de género. No entanto, este aspecto esta
sendo esclarecido e os resultados moleculares espécie-especificos serdo re-
estabelecidos.

Desta forma, o presente estudo pretende empregar diferentes protocolos
moleculares, incluindo a técnica recém descrita pelo nosso grupo de pesquisa
(AMARAL, 2014), visando, com isto, identificar as infec¢cdes malaricas subpatentes e
assintomaticas. Neste contexto, o foco do trabalho sdo comunidades amerindias
isoladas, mais especificamente, indios ianomamis da Amazdnia brasileira.

A atual situacado de saude dos indios ianomamis encontra-se debilitada
em virtude da caréncia de cuidados, auséncia de saneamento basico associada a
baixa renda e desnutricdo, particularmente comum entre os grupos indigenas. O
agravo destes fatores os torna susceptiveis ao acometimento de doencas
infecciosas, tais como malaria, tuberculose e HIV, ocasionando elevada morbidade e
mortalidade (GRENFELL et al., 2008). Em suma, as comunidades indigenas
amazobnicas podem ser consideradas reservatérios residuais de malaria,
representado, assim, um grande desafio para a aplicabilidade de medidas de
controle (REGUILLO et al., 2015).

Neste contexto, objetiva-se estimar a real prevaléncia da malaria em
comunidades indigenas ianomamis, com énfase nas infec¢cdes decorrentes do P.
malariae, ja que este parasito parece ser frequente em populacdes isoladas
(LALREMRUATA et al., 2015). Para tal, pretende-se utilizar diferentes protocolos de

PCR, visando, com isto, aumentar a sensibilidade para deteccdo de infeccao
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malarica subpatente. Espera-se, assim, contribuir para o direcionamento e

monitoragcao de medidas de controle em reservas indigenas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Identificar e distinguir infeccdes malaricas causadas por P. vivax, P. falciparum e P.
malariae em individuos ianomamis da Amazodnia brasileira utilizando diferentes

protocolos moleculares.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Padronizar e otimizar o protocolo de PCR em tempo real descrito por
Rougemount, 2004, que se baseia na amplificacdo do gene RNA ribossomal 18S
dos plasmodios (18S rRNA);

3.2.2 Caracterizar a prevaléncia de infeccdo malarica, através de protocolos que
utilizam diferentes alvos moleculares (18S rRNA e Pvr47/Pfr364) em individuos
provenientes da tribo indigena Yanomami;

3.2.3 Identificar os fatores demograficos e epidemiologicos que influenciam a

positividade de malaria em aldeias ianomamis;
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4 PACIENTES E METODOS

4.1 Populagao de estudo

A assisténcia sanitaria na Terra Indigena Yanomami no Brasil é
operacionalizada através de 37 unidades de referéncia sanitaria denominadas Polo
Base de Saude, os quais foram definidos a partir do agrupamento de comunidades
préximas geograficamente, com maiores afinidades e lagos de convivéncia
sociocultural (RIBAS, Tese de Doutorado, 2015). Os Polos Base encontram-se
estruturados como unidades basicas de saude e contam com atuacédo de equipe
multidisciplinar de saude indigena, composta por um enfermeiro, um numero variavel
de técnicos de enfermagem e guardas de endemias. Estes ultimos sdo responsaveis
por realizar os diferentes programas de saude, atuando, por exemplo, no combate a
malaria. O presente estudo foi realizado em um Polo Base Yanomami -- denominado

Marari -- localizado na parte mais setentrional do estado do Amazonas (Figura 4).

. Parafu ri Roraima
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Figura 4. Localizagdo da area de estudo, demonstrando o Polo Base Marari ao norte
do estado do Amazonas. Fonte: Tese Doutorado Jordi Ribas, 2015.

O Polo Base Marari € composto por 1.012 indigenas que habitam cinco

aldeias denominadas Castanha, Gasolina, Taibrapa, Alapusi e Ahima (Mamapi)
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(Figura 5). Este Polo Base caracteriza-se por ter malocas com alta densidade
populacional, denominadas shabonos. Vale ressaltar que todas as comunidades

mencionadas foram incluidas no estudo.

Sede Polo Base
= Ahima

[ Alapusi | e

Figura 5. Mapa da area de estudo, ressaltando os principais rios, as localidades que
conformam os Polos Base e a Sede do Polo Base. Adaptado de: Tese Doutorado
Jordi Ribas, 2015.

Nas populac¢des estudadas existe um leve predominio do sexo masculino
(52,9-58,2%) e, na maior parte, de adultos jovens (Tabela 1).

Tabela 1. Dados do nimero de habitantes por sexo e faixa etaria para cada uma das

comunidades estudadas.

Caracteristicas

Polo Base Marari Género (%) Faixa etaria (%)
Comunidades (n) Feminino Masculino <5 anos <20 anos
Taibrapa (260) 45,3 547 19,7 56,4
Gasolina (256) 453 547 18,6 57,6
Castanha (264) 41,8 58,2 18,6 56,1
Alapusi (169) 471 52,9 17,4 54,8
Ahima (Mamapi) (63) 44,6 55,4 11 32

*SIVEP Malaria, 2009 a 2014.

Entre 2009 a 2014, no Polo Base Marari foram registrados 9.104 casos de
malaria, sendo 6.683 (73,4%) atribuidos ao P. vivax e 2.421 (26,6%) ao P.
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falciparum (RIBAS, Tese de Doutorado, 2015). Nas comunidades do Polo Base de
Marari, os numeros de casos de malaria registrados corresponderam as buscas
sistematica de casos (ativa e passiva). Os dados epidemioldégicos de malaria séao
gerados na sede do DSEI-Y em Boa Vista (RR), a partir de fichas de atividade dos
microscopistas e relatérios enviados de campo. Desta forma, ocorre o delineamento
dos sistemas de informacdo em saude, bem como do Sistema de Informacao de

Vigilancia Epidemiologica (SIVEP).

4.2 Cortes transversais e coleta de amostras

As comunidades estudadas fazem parte de um projeto de pesquisa em
rede, coordenado pela Dr® Joseli de Oliveria Ferreira, Laboratério de
Imunoparasitologia, IOC-FIOCRUZ, que visa avaliar a prevaléncia das doencas
parasitarias e virais entre povos ianomamis no Brasil. Todos os aspectos éticos e
metodoldgicos relacionados a pesquisa de populag¢des vulneraveis foram aprovados
pelos respectivos 6rgdos competentes, incluindo a Comissao Nacional de Etica em
Pesquisa (CONEP, protocolo # 16907) e o comité de Etica do CPqRR (Protocolo
CEP CPgRR N°358.698/2013). A todos os individuos participantes foram prestados
esclarecimentos sobre os objetivos e procedimentos do projeto, sendo a participagao
voluntaria, confirmada através do termo de consentimento e assentimento livre
esclarecido. Vale salientar que toda a parte de campo, incluindo entrevistas e coleta
de amostra de sangue em papel de filiro (FTA Card Technology (Sigma-Aldrich), foi
realizada pela equipe da Dr®. Joseli (IOC/Fiocruz).

O desenho experimental detalhado do estudo foi descrito previamente
(RIBAS, Dissertacao de Mestrado, 2015). Resumidamente, o estudo inclui quatro
cortes transversais, com intervalo de dois meses; especificamente, setembro e
novembro de 2014 (inicio da época seca), janeiro e margo de 2015 (fim da época
seca) (Tabela 2). Entretanto, o presente estudo aborda apenas as coletas realizadas
em setembro e novembro de 2014. Em cada corte transversal foram realizadas
entrevistas através de questionario e coleta de sangue em papel de filtro (polpa
digital) dos voluntarios residentes nas comunidades do Polo Base de Marari,
incluindo as comunidades de Taibrapa, Gasolina, Alapusi, Castanha e Ahima

(Mamapi).
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Tabela 2. Esquematizagao das coletas realizadas em setembro e novembro de 2014

e 0 numero de amostras submetidas a extragcao de DNA.

Coletas Procedimento
Polo Base Marari (n) set/14 nov/14 Extracao de DNA
Taibrapa (260) 202 216 418
Gasolina (256) 172 233 405
Castanha (264) 185 223 408
Alapusi (169) 103 145 248
Ahima (Mamapi) (63) 64 47 111
Total (1.012) 726 864 1590 amostras

Os papéis de filtro, depois de secos, foram acondicionados em sacos
plasticos, envoltos em papel aluminio com silica, e enviados ao Laboratério de
Malaria do CPqRR, onde foram acondicionados (temperatura ambiente) até a
extracao (item 4.4 Extracao de DNA a partir de sangue em papel de filtro). O sangue
coletado em papel de filtro correspondeu ao excesso (cerca de 30 microlitros)
resultante da perfusdo da polpa digital que é rotineiramente feita para a busca ativa

de casos de malaria.

4.3 Diagnéstico de malaria por microscopia ética

Uma vez coletada a amostra de sangue, por intermédio de puncao da
polpa digital, as mesmas foram submetidas a diagnéstico microscopico, utilizando a
técnica de gota espessa corada com Giemsa. As laminas foram preparadas e
examinadas por microscopistas capacitados no local, conforme protocolo
estabelecido pelo Ministério da Saude (SVS/MS, 2009). Salienta-se que os
pacientes positivos para malaria foram tratados de acordo com protocolos, ja bem
estabelecidos, pelo Ministério da Saude (Guia Pratico de Tratamento da Malaria no
Brasil (SVS/MS, 2010).
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4.4 Extracao de DNA a partir de sangue em papel de filtro

Para as amostras estocadas em papel de filtro, o DNA do parasito foi
extraido do sangue total seco em papel, através do kit para extracdo de DNA em
papel de filtro QIAGEN QlAamp® DNA Mini Kit (PUREGENE®, Gentra Systems,
Minneapolis, USA), de acordo com instrugdes do fabricante. Ressalva-se que este
procedimento ja demonstrou grande eficiéncia na extracdo de DNA para este tipo
especifico de estocagem de amostra (COSTA, Dissertacao de mestrado, 2010).

Resumidamente, circulos de papel de filtro contendo sangue
(aproximadamente 30uL de sangue/papel) foram cortados e colocados em
microtubos (eppendorf) de 1,5mL. Posteriormente, adicionou-se 180uL de tampao
de lise celular ao tubo, sendo este incubado a 85°C durante 10 minutos. Em
seguida, foram acrescentados 20uL da solugéo de proteinase K, sendo esta mistura
homogeneizada por 30 segundos em agitador (vortex) e, imediatamente incubada a
56°C, durante o intervalo de uma hora. Logo ap6s, foram adicionados 200uL de
tampao de lise, sendo os tubos posteriormente homogeneizados por 30 segundos
em agitador (vortex) e prontamente incubados a 70°C, por 10 minutos.
Posteriormente, foram adicionados 200uL de etanol P.A (Merck), sendo o produto
homogeneizado. Adiante, todo o material (+ 500uL de eluato) foi adicionado em
coluna QIAamp spin (associadas ao tubo de coleta de 2mL). Os tubos foram entao,
centrifugados a 800xg, no intervalo de 1 minuto, a 25°C. Em seguida, os recipientes
contendo o filtrado foram descartados e as colunas foram colocadas em um novo
tubo de 2mL. Posteriormente, foram adicionados 500uL de tampéao para a lavagem
do DNA e o material foi centrifugado a 800xg, no decorrer de 1 minuto, a 25°C.
Assim, a coluna foi introduzida em um novo tubo de 2mL e o tubo contendo o filtrado
foi descartado. Foram adicionados 500uL de tampéao para uma segunda lavagem do
material, sendo os tubos centrifugados a 1500xg, durante 4 minutos, a 25°C. Cada
coluna foi colocada em novos microtubos do tipo eppendorf 1,5mL e os tubos
contendo o filtrado foram descartados. Finalmente, foram acrescentados 150uL de
agua destilada, a fim de eluir o material. Em seguida o complexo foi incubado a
temperatura ambiente, por 5 minutos e centrifugado a 800xg, durante 1 minuto, a
25°C. Ao final, as colunas foram descartadas e o DNA foi armazenado a -20°C até

Seu uso.
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4.4.1 Titulagcao de amostra de P. falciparum para avaliagao do desempenho da
PCR RT-LAMAL utilizando papel de filtro xaroposo e FTA Card (Sigma-Aldrich)

Com o intuito de apurar a eficiéncia do método de extracdo de DNA
utiizando o DNA Mini Kit QlAamp® (QIAGEN) foi realizada a comparagado do
desempenho de ensaio molecular (utilizando a técnica denominada RT-LAMAL), a
partir de papel de filtro (tipo xaroposo) e Whatman® FTA® Card Technology (Sigma-
Aldrich). A comparacado entre os dois tipos de coleta foi realizada através das
analises de limite de positividade por intermédio do processamento das amostras em
protocolo molecular (AMARAL, 2014). Neste contexto, amostras de P. falciparum,
proveniente de cepa referéncia de cultivo continuo do Laboratério de Malaria
(ANDRADE-NETO et al., 2007), com parasitemia estimada de 5%, foram diluidas em
sangue de individuo normal, e, em seguida, tituladas.

Inicialmente, foi realizada uma diluicdo de 5x, a fim de se estabelecer uma
parasitemia inicial de 1% (em um volume total de 500ul). Em seguida, foram feitas 5
diluicbes seriadas em um padrao de diluicdo de 3x (em um volume final de 300ul),
iniciando em 1:5 até 1:1215, obtendo-se uma parasitemia final de 0,004%.

Uma vez realizada as diluicdes, foram dispensadas duas gotas de
aproximadamente 20ul em paralelo no papel de filtro convencional e no FTA.
Finalmente, as amostras foram submetidas a extracdo de DNA, conforme o item 4.4

e, posteriormente, processadas em protocolo molecular.

4.5 Painel de controles

Todos os ensaios de PCR foram realizados na presenca de controles
positivos e negativos. Como controles negativos foram utilizados amostras de
individuos de area livre de transmissao, sabidamente negativos para malaria. Além
disto, em cada ensaio foi utilizado um controle negativo da reacao, isto €, todos os
reagentes na auséncia de DNA, sendo este substituido por agua para PCR.

Como controles positivos foram utilizados (i) DNA de P. falciparum,
proveniente de isolados de referéncia mantidos em cultivo continuo estabelecido no
Laboratério de Malaria do CPqRR; (ii) DNA de individuos sabidamente infectados
por P. vivax, precisamente da regido de Porto Velho, com parasitemias variadas,

confirmadas pela microscopia 6ptica e protocolos moleculares; (ii) DNA plasmidial
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de referéncia do MR4 (Banco Internacional de Reagentes de Referéncia de Malaria-
ATCC, USA), especificamente o plasmidio MRA-179, para a deteccao de P.
malariae/P.brasilianum; (iv) amostras bem caracterizadas de P. malariae,
gentilmente cedida pela Dra. Karin Kirchgatter (SUCEN - Sao Paulo).

Amostras com resultados duvidosos foram submetidas a uma segunda

série de PCR em tempo real, a fim de evitar resultados falsos positivos.

4.6 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

A Figura 6 ilustra o fluxograma geral utilizado neste estudo para processar
as amostras estudadas. Resumidamente, visando um controle da qualidade do DNA
extraido em papel de filtro, cerca de 10% das amostras foram amplificadas para um
gene controle do hospedeiro vertebrado (sistema ABO, item 4.6.1). Vale ressaltar,
que todas as amostras avaliadas para esta técnica amplificaram o gene alvo
(sistema ABO), assegurando a integridade do DNA recém extraido.

Para a amplificacdo de alvos do parasito todas as amostras (n=1590)
foram amplificadas através de dois ensaios moleculares que amplificam alvos
diferentes, gene 18S rRNA dos plasmdédios (RT-PCR MANGOLD, item 4.6.3) e alvos
nao ribossomais do P.vivax e P.falciparum (RT-PCR LAMAL, item 4.6.2). Em caso
de positividade em algum dos protocolos anteriores, as amostras positivas foram
submetidas a dois protocolos adicionais, sendo um de referéncia molecular (Nested-
PCR, item 4.6.4) e outro recém padronizado (RT-PCR ROUGEMONT, item 4.6.5).
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Figura 6. Fluxograma referente ao desenho experimental utilizado para o
diagnodstico molecular de malaria nas amostras pertencentes as cinco comunidades
da tribo indigena Yanomami (amostras referentes aos cortes-transversais de

setembro e novembro de 2014).

4.6.1 PCR em tempo real para amplificacao do sistema de grupo sanguineo
ABO

Como forma de averiguar se as extracdes de DNA foram realizadas com
sucesso e se os DNAs obtidos sdo de qualidade satisfatoria para as técnicas
moleculares 10% do total das amostras de DNA foram submetidas a um ensaio de
PCR em tempo real. Esta técnica possui como alvo o gene constitutivo do grupo
sanguineo ABO. O protocolo descrito por Olsson et al., (1998) foi modificado,
visando a adaptacao para PCR em tempo real. Neste contexto, alterou-se o volume
final da reacdo, a temperatura de anelamento e a ciclagem, com a finalidade de

otimizar o tempo de execucgao da técnica.
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O ensaio incorpora iniciadores dirigidos contra sequéncias no exon 7 do
gene do grupo sanguineo ABO, especificados na Tabela 3. A reacdo amplifica um
fragmento de 419 pares de bases, dispondo das seguintes condi¢des: 0,5ul de cada
um dos iniciadores (a 10 uM cada), 5ul de Sybr Green (Applied Biosystems) e 1ul de
DNA, para um volume total de 10pl.

As reacbes foram padronizadas no equipamento 7500 Real-Time PCR
System (Applied Biosystems, software versdao 2.0.5) da Plataforma de PCR em
Tempo Real do CPgRR, de acordo com as condi¢gbes de amplificagao: 95°C iniciais
durante 5 minutos, seguidos por 40 ciclos de amplificagédo, consistindo em 95°C por
30 segundos, 68°C em um intervalo de 30 segundos e 72°C durante um minuto final.
A amplificacdo foi seguida por um programa de dissociagao consistindo em 95°C
durante 15 segundos, 60°C por 20 segundos e 95°C ao longo de 15 segundos.
Posteriormente, as curvas de dissociagdo foram observadas através da avaliacéo da

fluorescéncia por temperatura.

Tabela 3. Resumo das sequéncias de iniciadores da PCR convencional para

amplificacéo dos genes do sistema ABO.

Alvo Iniciadores™ Sequéncia
5'GCTGGAGGTGCGCGCTACS3'
Sistema ABO 956:] 6ASS 5ACGAATTCTACTTGTTCAGGTGGCTGT
GCGTC3'

*PCR ABO (Olsson et al., 1998).

4.6.2 PCR em tempo real para amplificagcao dos alvos Pvr47 e Pfr364 (RT-PCR
LAMAL)

As amostras de DNA foram avaliadas pelo ensaio de PCR em tempo real,
denominado LAMAL, descrito durante o mestrado da estudante Lara Cotta, em 2014
(AMARAL, 2014). Este protocolo utiliza dois pares de iniciadores para a deteccao
dos alvos recentemente descritos, Pvr47 e Pfr364, presentes em P. vivax e P.
falciparum, respectivamente (DEMAS et al., 2011). Ressalva-se que este protocolo
propde condicdes diversas para cada par de iniciador, sendo o resumo dos
iniciadores demonstrado na Tabela 4. Desta forma, a fim de assegurar a

amplificacdo de P. vivax foram utilizados 0,25uM de cada iniciador (IDT), 5ul de
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SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), acrescido de 2,5mM de MgCl,
(Invitrogen) e 2ul de DNA, em um volume de 20yl por reagéo. Ja para amplificagao
da sequéncia de P. falciparum, foi estabelecido 1uM de cada iniciador (IDT), 5ul de
SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), sucedido de 2,5mM de MgCl,
(Invitrogen) e 2ul de DNA, totalizando 20yl finais.

As condigbées do ensaio fundamentaram-se em um aquecimento inicial de
95°C por 10 minutos, seguida por amplificacdo com 40 ciclos de 90°C por 20
segundos, 58°C durante 30 segundos e 60°C no decorrer de 30 segundos; com
aquisicao de fluorescéncia no final de cada passo de extensédo. A amplificagcéo foi
imediatamente seguida por um programa de dissociagcdo, que consiste em 95°C
durante 15 segundos, 60°C por 20 segundos e 95°C ao longo de 15 segundos finais.
Os graficos de melting foram visualizados plotando a derivativa negativa de
fluorescéncia pela temperatura (- dF/dT® vs. T°). A técnica foi executada no
equipamento 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, software versao
2.0.5) da Plataforma de PCR em Tempo Real do CPgRR.

Devido a conflitos de concordancias entre protocolos moleculares, mais
precisamente entre a técnica recém descrita (RT-LAMAL) e a Nested-PCR (dados
nao mostrados) optamos por classificar as amostras diagnosticadas por este ensaio
apenas em nivel de género. Posteriormente, pretendemos sequenciar as amostras

conflitantes para esclarecer este quadro.

Tabela 4. Resumo das sequéncias dos iniciadores utilizados para as reagbes de RT-
PCR padronizadas no Laboratério de Malaria do CPqRR (RT-PCR LAMAL).

Alvo Iniciadores* Sequéncia Tm(°C )**
P vivax PvDig F 5'CATTGCTGGTGCTTGTACTTASZ' 72.7 -
i PvDig R 5'ATGATTTGCTGGAGATGTTAAA3Z' 74.1.°C

PfDig F 5'ACTAATTTTCCCCTTGCACTTT3! 75.6 -
PfDig R 5TGCAAAGTTATAGTAATTAGATS3' 77.7°C
*Dissertacao Lara Cotta, 2014.

**Temperatura de melting.

P. falciparum
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4.6.3 PCR em tempo real para amplificacio do gene 18S rRNA (RT-PCR
Mangold)

As amostras foram processadas mediante a técnica de PCR em tempo
real descrita por Mangold et al., (2005). A técnica reproduzida se fundamenta na
deteccao das quatro espécies de plasmédios humanos (P. vivax, P. falciparum, P.
malariae e P. ovale) com a utilizagcado de apenas um par de iniciadores consenso,
delineado para a regiao espécie-especifica, 18S rRNA. Os iniciadores utilizados sao
designados P1 e P2 e exemplificados na Tabela 5. Tais iniciadores amplificam
fragmentos que variam no tamanho e constituicdo do fragmento, tornando possivel a
discriminagcao das espécies por meio de curvas de dissociagéo. A reacao dispbe de
0,5uM de cada iniciador (IDT), acrescido de 1ul MgCl; (2,5mM) (Invitrogen), 10ul de
Sybr Green (Applied Biosystems) e 2ul de DNA, resultando em 20yl por reagao.

A PCR foi conduzida no equipamento 7500 Real-Time PCR System
(Applied Biosystems, software versao 2.0.5) da Plataforma de PCR em Tempo Real
do CPqRR. Neste contexto, as condicbes do ensaio consistiram um ciclo inicial de
95°C por 10 minutos, seguido por amplificacdo com 40 séries de 90°C durante 20
segundos, 50°C por 30 segundos e 60°C em intervalo determinado de 30 segundos.
A amplificagcdo foi imediatamente seguida por um programa de dissociagao
consistindo em 95°C durante 15 segundos, 60°C ao longo de 20 segundos, e, 95°C
por 15 segundos finais. As curvas de melting foram observadas na dissociacdo
resultante da avaliagdo da fluorescéncia, visualizada plotando a derivativa negativa
de fluorescéncia pela temperatura (—dF/dT° vs. T°), fator este que gera picos com

amplitudes distintas, tornando possivel distinguir as espécies.
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Tabela 5. Resumo das sequéncias dos iniciadores utilizados para a reacao de RT-
PCR para amplificagdo do gene 18S rRNA (RT-PCR Mangold).

Alvo Iniciadores* Sequéncia Tm°C **
P. malariae:

73.5a75.5°C

] , P. falciparum:

Plasmodium e I PATERABERERICTIRA Y e Do) s
sp. , , P. ovale:

P2 5 GTTCCTCTAAGAAGCTTT 3 77 5279 0°C
P. vivax:

79.0a 81.0°C

*RT-PCR (Mangold et al., 2005).

**Temperatura de melting.

4.6.4 PCR convencional para amplificacao do gene 18S rRNA (Nested-PCR

Snounou)

As amostras de DNA foram submetidas a nested-PCR, estabelecida por
Snounou et al., (1993), utilizando-se os iniciadores rPLUS e rPLU6 para a reacao
género especifica referente a amplificagcdo do Plasmodium. Posteriormente os pares
de iniciadores rFAL1-rFAL2, rVIV1-rVIV2 e rMAL1-rMAL2 foram utilizados para as
reacdes espécie-especificas, referentes a P. falciparum, P. vivax e P. malariae
respectivamente (Tabela 6). As concentragbes dos reagentes utilizados para as
reacdes de amplificagdo foram 0,25uM de cada iniciador (IDT), 10ul de PCR Master
Mix (Promega) e 0,8ul de amostra de DNA, totalizando 20ul de produto final. As
amplificagdes foram realizadas em termociclador PTC-100TM versao 7.0, MJ
Research.

As condicbes da PCR para a primeira reagdo consistram em
desnaturacado e extensao inicial a 95°C por 5 minutos, 58°C por 2 minutos e 72°C
durante 2 minutos; seguida por amplificagdo com 24 ciclos de 94°C por 1 minuto,
58°C por 2 minutos e 72°C no decorrer de 2 minutos. Ainda uma extensao final
consistiu em 58°C por 2 minutos e 72°C ao longo de 5 minutos. Para a segunda
reacao, as condi¢cdes de amplificacdo foram as mesmas da primeira, distinguindo
apenas no numero de ciclos, acrescido para um total de 29 ciclos. Os fragmentos
obtidos foram visualizados por eletroforese em gel de agarose a 2% (Agargen),
sendo este dissolvido em tampao TAE 1x (40mM Tris-acetato, 1mM EDTA), com

adicao de solucao 10mg/ml de brometo de etidio (Invitrogen). As amostras foram
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misturadas em tampao de amostra Orange 5x (Alaranjado G VETEC e Ficoll SIGMA)
e a corrida eletroforética foi realizada em sistema horizontal (Bio-Rad) a 110V por
aproximadamente 15 minutos. O gel foi posteriormente analisado em transluminador

ultravioleta e arquivado em sistema digital.

Tabela 6. Resumo das sequéncias dos iniciadores utilizados para a reacado de

Nested-PCR e tamanho da sequéncia amplificada por cada par de iniciador.

Alvo Iniciadores* Sequéncia Amplicon
ST 5 rPLUS 5 CCTGTTGTTGCCTTAAACTTC 3’ 1 2Kb
rPLU6 5 TTAAAATTGTTGCAGTTAAAACG 3 ’

P vivax rvVIivV1 5 CGCTTCTAGCTTAATCCACATAACTGATAC 3 120pb
rviv2 5" ACTTCCAAGCCGAAGCAAAGAAAGTCCTTA &

R S rFAL1 5 TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATATT & 205pb
rFAL2 5 ACACAATGAACTCAATCATGACTACCCGTC &

P malariae rMALA1 5 ATAACATAGTTGTACGTTAAGAATAACCGC 3’ 144pb
rMAL2 5 AAAATTCCCATGCATAAAAAATTATACAAA 3

*Nested-PCR (Snounou et al., 1993).

4.6.5 Padronizagao da PCR em tempo real para amplificagdo do gene 18S rRNA
(RT-PCR ROUGEMOUNT)

Com o intuito de identificar e distinguir os parasitos causadores da malaria
humana foi realizada a padronizagao/otimizacédo do ensaio de PCR em tempo real
com os iniciadores descritos por Rougemount et al., (2004), conforme demonstrado
na Tabela 7. Inicialmente foram utilizadas amostras de DNA controles, conforme
descrito no item 4.5 e, em seguida, amostras de individuos naturalmente infectados
provenientes da tribo indigena Yanomami. Neste sentido, a técnica foi padronizada
no equipamento 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, software versao
2.0.5) da Plataforma de PCR em Tempo Real do CPgRR.
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Tabela 7. Resumo das sequéncias dos iniciadores utilizados para a reagao de RT-
PCR para amplificagéo do gene 18S rRNA (RT-PCR Rougemount).

Alvo Iniciadores/sondas Sequéncia
Plasmodium plasmo1-F* 5' GTTAAGGGAGTGAAGACGATCAG 3'
Sp. plasmo2-R* 5' AACCCAAAGACTTTGATTTCTCATAA 3
o 5' CCGACTAGGCTTTGGATGAAAGATTTTA 3
P. vivax _VIV-F . 5'VIC-AGCAATCTAAGAATAAACTCCGAAGAGAAAATTCT-
vivprobe MGBNFQ3’
» 5'CCGACTAGGTGTTGGATGAAAGTGTTAA 3'
P.falciparum fa:c::;be* 5'FAM-AGCAATCTAAAAGTCACCTCGAAAGATGACT-
MGBNFQ-3'
] mal-F** 5'CCGACTAGGTGTTGGATGATAGAGTAAA-3'
F.malariae malaprobe* 5'-FAM-CTATCTAAAAGAAACACTCAT-MGBNFQ-3'

*RT-PCR (Rougemount et al., 2004).
**RT-PCR (Shokoples et al., 2009).

4.7 Analise dos dados

Visando comparar diferentes proporcdes, foi utilizado o teste qui-
quadrado. Este teste compara as diferencas entre as frequéncias observadas e
esperadas para determinado evento, buscando um valor de dispersao para duas
variaveis nominais, avaliando a associacao entre elas. Neste caso, avaliou-se
possiveis diferencas entre os resultados obtidos para os diferentes protocolos
moleculares e a microscopia, com nivel de significancia de p<0,05. Para os valores
menores que cinco, utilizamos o Teste de Fisher (p<0,05). Além disso, aplicamos o
teste chi-quadrado de tendéncia com a finalidade de observar a inclinacdo da
positividade de infeccbes malaricas em funcdo da idade. Estas analises foram
realizadas através do programa GraphPad InStat, versdao 3 (GraphPad Software,
San Diego, CA, USA).

Finalmente, a fim de estimar a concordancia entre os métodos
moleculares, foi realizada analise por intermédio do teste estatistico Kappa. Este
coeficiente estabelece o grau de concordancia em escalas nominais, fornecendo

uma ideia do quanto as observagdes se afastam daquelas esperadas (concordancia



48

observada (Po) diminuida da concordancia esperada (Pe), dividido por 1 menos a

concordancia esperada).
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5 RESULTADOS

5.1 Protocolos moleculares baseados em diferentes alvos plasmodiais (RT-
LAMAL e RT-Mangold) para caracterizar as infeccoes malaricas na tribo

indigena Yanomami

As amostras provenientes da tribo indigena Yanomami, referentes aos
cortes transversais de setembro (n=726) e novembro (n=864), totalizando 1590
amostras foram submetidas a diferentes protocolos moleculares com a finalidade de
aumentar a sensibilidade na deteccdo de infeccdo malarica subpatente. Desta
forma, os protocolos intitulados RT-LAMAL (alvos Pvr47 e Pfr364) e RT-Mangold
(18S rRNA) foram utilizados para amplificar o DNA do Plasmodium em todas as
amostras estudadas. Em caso de positividade, as amostras foram submetidas a
duas técnicas adicionais, sendo a Nested-PCR (método de referéncia molecular) e o
RT-Rougemount (item 5.3.1).

Conforme demonstrado na Tabela 8, o exame parasitoldgico realizado
através de gota espessa corado com Giemsa (método padrao-ouro) foi capaz de
diagnosticar 15 (0,9%) infecgbes malaricas nas 1590 amostras analisadas, as quais
representavam 914 individuos coletados em momentos distintos. De relevancia, o
protocolo RT-LAMAL detectou como positivas todas as amostras previamente
identificadas pela microscopia 6tica (MO) e, adicionalmente, mais 95 (6%) amostras
previamente negativas pelo método padrao-ouro (MO), totalizando 110 amostras
positivas (6,9%).

JA com relacaio ao RT-Mangold, este ensaio se mostrou
significativamente inferior ao RT-LAMAL, pois detectou apenas 4 (0,3%) das
amostras diagnosticadas pela MO e confirmadas pela RT-LAMAL (p<0,001). Apesar
disto, foi capaz de amplificar outras 24 (1,5%) amostras previamente negativas pela

MO, das quais 13 foram também amplificadas pelo RT-LAMAL.
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Tabela 8. Resultado da positividade dos ensaios moleculares (RT-LAMAL e RT-
Mangold), com seus respectivos alvos moleculares, segundo a positividade na

microscopia 6tica (MO).

n° positivo pelos protocolos moleculares (%)

Malaria aguda’ RT-LAMAL RT-Mangold p2
Pvr47/Pfr364 18S rRNA
Positivo MO (n=15) 15 (0,9) 4(0,3) 15 (0,9)
Negativo MO (n=1575) 95 (6,0) 24 (1,5) 110 (6,9)
Total (n = 1590)° 110 (6,9)° 28 (1,8)° 125 (7,8)

"Diagnostico realizado através de gota espessa (método parasitolégico padrao-ouro);
TP = total de amostras positivas pelos métodos moleculares (RT-LAMAL e RT-
Mangold);

30 total de amostras corresponde aos dois cortes transversais, setembro e novembro,
2014;

3Pporcentagem positivo para cada PCR, sendo a diferenca estatisticamente
significativa (y249,7, p<0,0001).

Em relagao a positividade por espécie de plasmédio, observou-se uma
maior frequéncia de infecgbes por P. vivax, tanto pela MO (87%), quanto pela RT-
Mangold (68%) (Tabela 9). Como era de se esperar, o P. falciparum foi menos
prevalente (13 a 18%). De interesse, a RT-Mangold permitiu identificar o P. malariae
em 4 amostras (14%). Considerando que o RT-LAMAL utiliza alvos que, no
momento, ndo podem diferenciar espécies como o P. falciparum e P. malariae
(dados nao mostrados), optou-se aqui por considerar, apenas para esta PCR, a

positividade em nivel de género, isto €, positivo ou negativo para malaria.
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Tabela 9. Distribuicdo de frequéncia das amostras positivas para malaria de acordo
com a espécie de plasmédio identificada pelo protocolo molecular (RT-Mangold) e

pela microscopia 6tica (MO).

Protocolos (%)

Espécie
MO RT-Mangold Total’
P. vivax 13 (87) 19 (68) 29 (75)
P. falciparum 2 (13) 5 (18) 6 (15)
P. malariae - 4 (14) 4 (10)
Total 15 (100) 28 (100) 39 (100)

"total de positivos referentes aos cortes-transversais de setembro e novembro-2014
(n=1590).

5.2 Fatores demograficos e epidemiolégicos influenciando a positividade de

malaria nas aldeias ianomamis

Com relagéo a positividade por aldeia, observou-se que os protocolos
moleculares confirmaram uma diferengca estatistica entre estas, sendo o maior
numero de individuos positivos (RT-LAMAL e RT-Mangold) na aldeia de Taibrapa
(14,8%), seguida de Gasolina e Alapusi (6%-7,2%), e por ultimo, as aldeias
Castanha e Ahima-Mamapi (3,4%-4,5%).

Por outro lado, a positividade por MO, embora baixa, foi similar entre as
aldeias Taibrapa (1%), Gasolina (1,2%), Alapusi (2%) e Castanha (0,2%); nao
havendo diferencas estatisticamente significativas entre as aldeias analisadas para
este método de diagnéstico (Figura 7). Neste contexto, vale ressaltar que apenas
através da técnica RT-LAMAL foi possivel detectar episédios malaricos na aldeia de
Ahima (Mamapi).
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Figura 7. Positividade para malaria por aldeia Yanomami. O grafico ilustra o numero
de individuos positivos pela microscopia otica (gota espessa) e protocolos
moleculares (RT-LAMAL e RT-Mangold). Os resultados se referem as coletas
realizadas em setembro e novembro de 2014. Os numeros no topo de cada barra
correspondem a porcentagem de positivos por método de diagnéstico. Diferentes
letras indicam diferencas estatisticas entre a positividade por aldeia (Chi-quadrado
ou teste Fisher, p<0,05), sendo PCR-Mangold (a-c); PCR-LAMAL (a’-d’); total de
positivos pelos protocolos moleculares (RT-LAMAL e RT-Mangold) (A-C). A
positividade mediante gota espessa, nao apresentou diferencas estatisticamente

significativas.

Em relacdo a positividade por sexo, nenhuma diferenga significativa foi
observada (Figura 8), tanto para os diagnésticos moleculares (Figura 8A), quanto

para a deteccao por intermédio de exame parasitolégico de rotina (MO) (Figura 8B).

W Total positivos (protocolos moleculares)
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A Métodos moleculares
(RT-LAMAL e RT-Mangold)

Masculino (50%)
(n=62)

Negativos PCR (92%
(n=1466)

Positivos PCR (8%)
(n=124)

Feminino (50%)
(n=62)

B Microscopia ética (MO)

Masculino (60%)
(n=9)

ositivo MO {1%)
(n=15)

. Feminino (40%)
(h=6)

Figura 8. Proporcéo de individuos positivos para malaria de acordo com o género
(feminino e masculino); (A) referente as individuos diagnosticados através de
métodos moleculares (RT-LAMAL e RT-Mangold) e (B) pacientes positivos mediante

exame parasitolégico de rotina (MO).

Ja com relagcado a faixa etaria dos individuos, observou-se que a
positividade da MO, bem como dos protocolos moleculares, diminuiram em funcao
do grupo etario; sendo mais prevalente na infancia. A Figura 9 ilustra a porcentagem
de individuos infectados em funcédo da idade, sendo criangas na faixa etaria de 0-12
anos as mais positivas, tanto pela MO quanto para os protocolos moleculares. Neste
contexto, o método parasitolégico (MO) identificou, exclusivamente, os individuos de

grupos etarios mais baixos, caracterizados por maiores parasitemias, ao passo que
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os protocolos moleculares detectaram individuos positivos em todas as faixas
etarias, provavelmente em fungcdo da maior sensibilidade de deteccdo dessas

técnicas.
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B Protocolos moleculares (RT-LAMAL
e RT-Mangold)
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Porcentagem de individuos positivos

a%

2%

0%
crianga (n=371) adolescente (n=106}  adulto (n=492)
Faixa etaria (anos)

Figura 9. Frequéncia de individuos positivos para a malaria de acordo com o grupo
etario e método de diagnéstico. Considerou-se as seguintes faixas etarias: 0-12
(criangas), 13 a 17 (adolescentes) e >18 (adultos). Houve tendéncia estatisticamente
significativa na diminuicao da positividade em funcdo do aumento da idade, tanto
para a gota espessa (y2tendéncia= 7,34, p=0,0067) quanto para os protocolos

moleculares (yztendéncia= 19,90, p<0,0001).

Com relacao a flutuacdo da positividade para malaria em funcédo do
periodo de coleta da amostra de sangue (setembro e novembro 2014), embora
tenha sido observada uma maior frequéncia de positivos no més de setembro, tanto
pelo protocolo molecular RT-LAMAL quanto pelo exame parasitolégico (MO), esta
diferenca foi estatisticamente significativa apenas para o método molecular RT-
LAMAL. Mais especificamente, pelo RT-LAMAL foram diagnosticados 9,1% de
infeccdes malaricas no més de setembro e 5,1% para o més de novembro (429,18,
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p<0,01) (Figura 10). Neste contexto, a MO detectou 1,4% de infecgbes malaricas no
més de setembro e apenas 0,6% de ocorréncias durante o0 més de novembro. De
relevancia, ndo foram observadas diferencas com relacdo a positividade entre os

cortes transversais pela técnica RT-Mangold (Figura 10).
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Figura 10. Numero de individuos diagnosticados com malaria de acordo com o
periodo de coleta e método de diagndstico, incluindo protocolos moleculares (RT-
LAMAL e RT-Mangold) e o exame parasitolégico (gota espessa - MO). Diferentes
letras significam diferencas estatisticamente significativas, sendo RT-LAMAL (a-b)
(x29,18, p<0,01); total de positivos por protocolos moleculares (RT-LAMAL e RT-
Mangold) (a’-b’) (¥28,88, p<0,01). Para o exame parasitoldgico (gota espessa) e para
0 método molecular RT-Mangold, ndo foram observadas diferencas
significativamente significativas entre os cortes transversais analisados (setembro e
novembro de 2014).
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5.3 Amplificagao pela Nested-PCR e RT-Rougemount das amostras
previamente identificadas como positivas por protocolos moleculares ja

estabelecidos

5.3.1 Padronizacao da PCR em tempo real RT-Rougemount para amplificagao
do gene 18S rRNA

Com o intuito de utilizar mais de um protocolo de PCR em tempo real (RT-
PCR) para amplificar o gene 18S rRNA dos plasmédios, optou-se por utilizar,
primeiramente, a técnica descrita por Shokoples et al., (2009). Neste sentido, as
concentragdes testadas dos iniciadores descritos na Tabela 7 (métodos, item 4.6.5)
foram distintas para cada espécie, sendo, (i) P.vivax, 200nM do iniciador senso,
400nM do iniciador anti-senso e 200nM da sonda vivprobe, especifica para esta
espécie; (ii) P. falciparum, 400nM do iniciador senso, 400nM do iniciador anti-senso
e 150nM da sonda falciprobe; (iii) P. malariae, 200nM de iniciador senso, anti-senso
e da sonda especifica (malaprobe). Para o ensaio de PCR em tempo real foram
testados 20uL de volume total, sendo 10uL de TagMan universal (Applied
Byosystems), 3,2uL de um complexo de iniciadores/sondas (10uM para os
iniciadores e 2uM para as sondas) e 1uL de DNA. Com relagéao a ciclagem, foram
inicialmente testadas as condigdes universais, com 40 ciclos; sendo 50°C por 2
minutos, 95°C durante 10 minutos, 95°C por 15 segundos e 60°C no intervalo de 1
minuto final. Apesar de detectar com sucesso as amostras controle, as condi¢gbes
iniciais do ensaio nao permitiram detectar amostras de campo, provavelmente em
virtude da baixa parasitemia associada.

A fim de garantir melhores resultados, optou-se por dobrar a
concentracao inicial do DNA molde (2uL); apesar disto, os resultados continuaram
insatisfatérios, particularmente, com as amostras de campo de baixa positividade
(pauciparasitados) cuja positividade oscilava de ensaio para ensaio (dados nao
mostrados).

Com o intuito de aumentar o rendimento da reacao, optou-se por adaptar
a técnica originalmente descrita por Shokoples et al., (2004). Para tal, o ensaio foi
realizado através de duas reacbées de PCR, a primeira género especifica e a
segunda, espécie-especifica, onde utilizou-se o amplicon gerado na primeira reagcao

como produto final da segunda. Nesta nova etapa, a reacdo foi realizada,
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incorporando-se os iniciadores e sondas nas, condi¢cées previamente estabelecidas,
descritas acima. Contudo, estas modificagbes na técnica ndo demonstram
resultados satisfatorios, ja que amplificacbes inespecificas passaram a ser
detectadas. Além disto, modificacdes na temperatura de anelamento (63 e 65°C)
também nao resultaram em maior especificidade dos iniciadores.

Finalmente, optou-se por adotar o protocolo original descrito por
Rougemount et al., (2004), com algumas modificacées. Neste ensaio, as espécies
de Plasmodium presentes nas amostras sao distinguidas via iniciadores senso
(plasmo1) e anti-senso conservados (plasmo2), associado as sondas espécie-
especificas, sendo estas vivprobe, falciprobe e malaprobe, capazes de detectar P.
vivax, P. falciparum e P. malariae, respectivamente, conforme listado na Tabela 7
(ver métodos 4.6.5).

Assim, o protocolo foi padronizado com sucesso nas seguintes condigdes
de reacao, volume final 12,5uL, distribuidos entre 2uL de DNA, 6,25uL de TagMan
universal (Applied Byosystems) e 1,0uL de um complexo de iniciadores e sondas,
utilizando as concentragdes inicialmente estabelecidas por Rougemount et al,
(2004), sendo 200nM para cada par de iniciador e 80nM para as respectivas sondas.
Para o ensaio de PCR em tempo real foram acertadas os seguintes ciclos da
reagdo, 50°C durante 2 minutos, 95°C por 10 minutos, 95°C no intervalo de 15
segundos e 60°C por 1 minuto resultando em uma constante final de 45 ciclos
(Figura 11). Uma vez padronizada a reacado, a mesma foi utilizada para processar
todas as amostras positivas identificadas pelos protocolos RT-LAMAL e RT-
Mangold, previamente estabelecidos no Laboratério de Malaria do CPgRR.
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Figura 11. Representacao grafica ilustrando a amplificacdo de DNAs moldes obtida
a partir do protocolo molecular RT-Rougemount, sendo CPPm (DNA controle
positivo de P. malariae), CPPf (DNA controle de P. falciparum) e CPPv (DNA
controle de P. vivax), conforme descrito no item 4.5. Cada curva representa o

numero de amplicon (variacao da fluorescéncia) por ciclo.

5.3.2 Amplificagao das amostras positivas pela Nested-PCR e RT-Rougemount

Apos realizar os protocolos RT-LAMAL e RT-Mangold em toda a
populacao estudada (item 5.2), optou-se por reavaliar as amostras positivas através
de dois métodos adicionais, ambos baseados no alvo 18S rRNA dos plasmédios,
que permitem o diagnostico especifico, incluindo amplificagdo para as espécies P.
vivax, P. falciparum e P. malariae. Assim, das 138 amostras previamente positivas
pela RT-LAMAL e/ou RT-Mangold, 13 foram detectadas simultaneamente por ambos
os protocolos (Tabela 8); logo, 125 amostras foram submetidas a Nested-PCR e RT-
Rougemount .

Os resultados obtidos confirmaram a Nested-PCR como mais sensivel
que o recém padronizado RT-Rougemount, ja que identificou 36% das amostras
previamente positivas contra 18% do RT-Rougemount, sendo esta diferenca
estatisticamente significativa (28,91, p>0,01). Conforme demonstrado na Tabela 10,
os protocolos moleculares baseados no gene 18sRNA foram capazes de identificar
apenas 50 (40%) das 125 amostras previamente positivas pelo RT-LAMAL, dentre

as quais 18 amostras foram detectadas por ambos os protocolos.
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Tabela 10. Distribuicdo de frequéncia das amostras positivas e negativas para a
infeccdo malarica, referentes ao corte de setembro e novembro-2014 (n=1590),
frente aos protocolos moleculares adicionais aplicados nas amostras previamente

positivas (Nested-PCR e RT-Rougemount).

Protocolos moleculares (%)

Amostras 1
Nested-PCR RT-Rougemount TP
Positivo 45 (36)? 23 (18,4)° 50 (40)
Negativo 80 (64) 102 (81,6) 75 (60)
Total 125 (100) 125 (100) 125 (100)

TP = total de amostras positivas pelos métodos moleculares (Nested-PCR e RT-
Rougemount);

ab=(iferenca estatisticamente significativa (y28,91, p<0,01).

Considerando a concordancia geral dos trés protocolos, baseados no
gene 18S rRNA (RT-Mangold, Nested-PCR e RT-Rougemount), avaliado aqui,
através do indice Kappa, os resultados mostraram, em geral, baixa concordancia
entre os métodos (Tabela 11). De fato, apenas os resultados obtidos com a Nested-
PCR e o RT-Rougemount apresentaram uma concordancia considerada moderada
(Kappa em torno de 0,40) (Tabela 11).

Tabela 11. indice kappa de concordancia entre os trés protocolos moleculares
aplicados (RT-Mangold, Nested-PCR e RT-Rougemount).

Metodologias Kappa IC 95%'
RT-Mangold X Nested PCR 0,11 -0,06 - 0,28
RT-Mangold X RT-Rougemount 0,19 0,015-0,36
Nested PCR X RT-Rougemount 0,38 0,22 - 0,54

"IC = Intervalo de confianca de 95%.

Apesar da baixa concordancia entre os métodos de PCR baseados no
gene 18S rRNA, optou-se em analisar os resultados de consenso por espécie de
plasmodio (Figura 12). Os resultados aqui obtidos demonstram que dentre as 62
amostras positivas para um dos trés protocolos moleculares aplicados (RT-Mangold,
Nested-PCR e RT-Rougemount) apenas 33,9% tiveram resultados concordantes por
espécie (em pelo menos duas das técnicas). Neste sentido, 51,6% das amostras

foram identificadas em apenas um dos protocolos empregados e, 14,5% foram
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consideradas como inconclusivas para o diagndstico de espécie de plasmaddio,
(Figura 12).

Conforme esperado, os ensaios moleculares, particularmente a técnica
Nested-PCR, diagnosticou algumas infecgdes mistas e decorrentes da presenca do
P. malariae (Figura 12), provavelmente negligenciadas na técnica de gota espessa,
em virtude da similaridade morfolégica e baixa parasitemia, fatores que dificultam a

precisao do diagnostico parasitologico.



1° corte
MO A B C 2° corte
101 TAI v| v|v]|yv MO|A|B|C
21TAI [V [V [V ]V 21GAS | F | F | F | F
73GAS [V IV VIV 168 TAI F|F|F
28GAS |V v v 131ALA | v V|V
165CAS | v V | V | Concordantes 19ALA | V viYv Concordantes
94 GAS v V | 31,4% (n=11) 67 CAS V 1V | "37% (n=10)
24 TAI TR 184 CAS vV |[v
15 TAI TR 64 TAI v vV
35 TAI TR 26 GAS vV vV
39 TAI TR 77 GAS F | F
5GAS | v v 27 GAS F F
62 TAI v
76 CAS v
177 CAS v
183 CAS vV
5 TAl F 105 TAI v
52 TAI F 1 GAS vV
174 TAI F 18 AHI Vv
29 CAS F 13 TAI v
154 TAI F Identificada em 54 TAl v Identificada em
22 TAl M apenas um 159 TAI v apenas um
36 TAI M protocolo 57,1% 188 TAI v protocolo 44,4%
57 TAI M (n=20) 43 GAS Y] (n=12)
185 TAI M 93 GAS F
148 TAI M 153 GAS F
15 AHI M 178 TAI M
23 TAl M 118 CAS VM
130 TAI M
83 TAI FM
1TAl VFM
137 TAI VM
223 CAS M| V
26 GAS FIV] M 7 TAI V| M ]
14 TAI VM | M | Inconclusivos 31 TAI VM '?g%ﬁ;j'&i“é;’
81 TAI Y] V| F 11,4% (n=4) 23 TAI V| F ’
115 TAI F | VM 138 TAI vV [vm
Total (n=35) | 7 14 | 27 | 12 Total (n=27) | 4 14 | 18 | 11

Figura 12. Positividade das amostras estudadas de
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J\

J\

= 33,9%

- 51,6%

- 14,5%

-

acordo com a espécie de

plasmédio amplificada por protocolos moleculares baseados no gene 18S rRNA dos

plasmédios. Cada linha representa o cédigo de um individuo, sendo cada coluna

correspondente aos resultados de um método, sendo: exame parasitoldégico de gota
espessa (MO), RT-Mangold (A), Nested-PCR (B) e RT-Rougemount (C). Com

relacao as espécies, considerou-se P. vivax (V), P. falciparum (F), P. malariae (M) e

infeccbes mistas por P. vivax/P.malariae (VM) P. falciparum/P. malariae, (FM) P.

vivax/P. falciparum/P. malariae (VFM); os quadrados nao preenchidos (em branco)

correspondem as amostras diagnosticadas como negativas. Neste sentido, o

primeiro quadro (l) representa o primeiro corte transversal (setembro de 2014) e o

segundo (ll), o corte transversal de novembro de 2014.
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5.4 Desempenho da PCR em amostras de sangue estocadas em diferentes
tipos de papel de filtro (xaroposo e FTA Card (Sigma-Aldrich))

Com o objetivo de avaliar se o tipo de papel de filtro utilizado para estocar
o sangue influenciava nos resultados da PCR, foram realizados experimentos
adicionais para comparar o papel de filtro do tipo xaroposo (sem marca) com 0s
cartdes Whatman® FTA®. Para tal, optou-se pelo protocolo RT-LAMAL ja que foi o
protocolo mais sensivel para a amplificacéo de plasmaodio.

Visando o diagnéstico de certeza em diferentes niveis de parasitemia,
curvas de titulacdo de P. falciparum foram realizadas, sendo o DNA molde obtido a
partir da cultura de formas sanguineas deste parasito, mantidas na rotina no
CPqgRR.

Os resultados demonstram que os picos das curvas de dissociacao,
referente as amostras amplificadas a partir da extracdo de DNA estocado em papel
de filtro xaroposo (PF) foram maiores quando comparados aos picos referentes ao
FTA (Apéndice I). Em algumas titulacbes esta diferenca foi menor, como é
averiguado na parasitemia de 0,3%. Contudo, nas demais diluicbes seriadas,
particularmente em parasitemias mais baixas, a sensibilidade do papel de filtro
xaroposo foi aparentemente superior. Em suma, estes resultados confirmaram a
eficiéncia da extracdo de DNA a partir de papel de filtro convencional (xaroposo)

para amplificar plasmddio em protocolos moleculares.
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6 DISCUSSAO

Atualmente, a prevaléncia de malaria tem reduzido significativamente no
Brasil, principalmente em virtude do diagnéstico e tratamento precoce. Neste
contexto, ressalta-se a importancia da deteccdo e tratamento de portadores
assintomaticos com parasitemias submicroscépicas, uma vez que estes individuos
podem ser fonte de infeccao para mosquitos vetores, mesmo sem as manifestacbes
clinicas da doenca (ALVES et al., 2005). Em suma, é essencial identificar individuos
que integram este cenario, a fim de interromper o ciclo de transmissao e mensurar a
real prevaléncia da doencga nas areas sobre vigilancia epidemioldgica.

Tendo em vista a importancia de um diagnostico correto de malaria e,
considerando as lacunas do diagnéstico microscopico de rotina (MO), varios
métodos tém sido propostos a fim de auxiliar esta ferramenta. Neste sentido, os
métodos moleculares tém sido amplamente utilizados para fins de pesquisa em
malaria, particularmente para identificar infecgcdes assintomaticas (GAMA et al.,
2007), infecgdes mistas (SHOKOPLES et al., 2009) e espécies morfologicamente
similares na microscopia, como é o caso de P. malariae e P. vivax (RAHMAN et al.,
2010). Logo, grande parte dos protocolos baseados em PCR para diagnéstico de
malaria tem recorrido ao gene da subunidade menor do RNA ribossomal (18S rRNA)
dos parasitos, ja bem caracterizado na literatura (GARDNER et al., 2002; CARLTON
et al., 2008).

Com o objetivo de identificar malaria subpatente em populagdes
indigenas, o presente estudo utilizou diferentes protocolos moleculares, incluindo
aqueles baseados na deteccdo do alvo 18S rRNA dos plasmédios, gene de
referéncia para o diagnéstico molecular da malaria (MANGOLD et al., 2005;
SNOUNOU et al.,, 1993; ROUGEMOUNT et al.,, 2004). Adicionalmente, optou-se,
aqui, por utilizar alvos nao ribossomais, em protocolo previamente padronizado e
validado pelo nosso grupo de pesquisa em malaria (AMARAL, Dissertacdo de
Mestrado, 2014). Esta abordagem permitiu caracterizar ndao s6 a prevaléncia de
malaria em tribos indigenas ianomamis, bem como comprovar a maior sensibilidade

dos alvos nao ribossomais para o diagnéstico de malaria subpatente.
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6.1 Protocolos moleculares no diagnéstico de malaria em amerindios

ianomamis

6.1.1 Alvos ribossomais (18S rRNA) e nao-ribossomais (Pvr47/Pfr364) para o

diagnostico de malaria humana

Como era esperado, os resultados permitiram comprovar a baixa
sensibilidade do exame parasitolégico, microscopia 6tica (MO), realizado através de
gota espessa corada com Giemsa (método padrao-ouro). Atualmente, ja existe um
certo consenso que o método tradicional de microscopia apresenta uma série de
limitacbes (HANSCHEID, 2003; PROUX et al., 2011). De fato, os resultados aqui
apresentados demonstram que, enquanto a gota espessa identificou 0.9% de
positividade nas amostras estudadas, os protocolos moleculares identificaram cerca
de 9x mais amostras positivas (7,8%). Além disto, a MO o6tica nao identificou
nenhum caso de P. malariae nas amostras estudas, sendo que este parasito foi
identificando e confirmado por mais de um protocolo molecular. Atribui-se isto a
dificuldade na distingdo entre as diferentes espécies, em virtude da similaridade
morfolégica, bem como devido a complexidade em diagnosticar coinfec¢des pela
MO. Vale ressaltar que malaria por P. malariae ja foi descrita em populacoes
ianomamis (METZGER et al., 2008; LALREMRUATA et al.,, 2015; AUTINO et al.,
2012), intensificando a necessidade de métodos moleculares para um diagnostico
mais apropriado. Infelizmente, o grupo de pesquisa ndo teve acesso as laminas de
MO, portanto, a qualidade do diagnéstico parasitolégico que esta sendo realizado
atualmente nas tribos indigenas brasileiras ndo pdde ser avaliada.

Apesar de nao dispormos dos dados referentes as parasitemias dos
pacientes, sabe-se que em regides de transmissdo de malaria, onde a populagao
exposta € nativa, os individuos sujeitos desenvolvem um certo grau de imunidade
contra a doenca, sendo os quadros de infeccao assintomatica frequentes
(MARCANO et al., 2004; LASERSON et al., 1999). Casos de malaria assintomatica
tém sido descrito em populacdes isoladas, como € o caso de indios ianomamis,
particularmente, da Amazdnia venezuelana, onde a maior parte dos estudos tem
sido realizada (LALREMRUATA et al, 2015; PEREZ, 1998). Portanto, nestas
populacbes, € mais apropriado estimar a prevaléncia da malaria por protocolos

moleculares.
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Embora o objetivo principal deste estudo ndo foi comparar protocolos
moleculares; observou-se uma superioridade na detecgao pela técnica RT-LAMAL
(AMARAL, 2014), quando comparada ao protocolo RT-Mangold (MANGOLD et al.,
2005). O protocolo RT-LAMAL difere dos demais ensaios por fundamentar-se em
alvos nao ribossomais (Pvr47 e Pfr364) presentes em P. vivax e P. falciparum,
respectivamente; ainda sem fungdes conhecidas. Estes alvos estdo presentes em
varias copias e encontram-se distribuidos em varios cromossomos no genoma dos
parasitos (DEMAS et al., 2011). Como o protocolo originalmente descrito por Demas
e colaboradores (2011) utilizava a amplificagdo por PCR convencional, em gel de
agarose, 0 nosso grupo de pesquisa desenhou iniciadores especificos e padronizou
a técnica para ser utilizada em protocolo de PCR em tempo real (RT-LAMAL)
(AMARAL, Dissertacao de mestrado, 2014). Para tal, foram utilizadas amostras
referéncia de P. falciparum e P. vivax, as quais foram tituladas a partir de misturas
artificias contendo diferentes quantidades dos parasitos. Os resultados obtidos
mostram que o protocolo RT-LAMAL teve um desempenho semelhante ao protocolo
original (DEMAS et al., 2011), sendo ambos os protocolos com limite de deteccao
superior aos demais protocolos moleculares avaliados. A vantagem do protocolo
descrito pelo nosso grupo (RT-LAMAL) sobre o de Demas e colaboradores (2011) foi
a metodologia de PCR em tempo real, permitindo obter os resultados com maior
rapidez, dispensando a revelacdo em gel de agarose e uso de brometo de etidio,
bem como reduzindo a chance de contaminacao da técnica. Baseado nestes
estudos anteriores do grupo, com amostras conhecidas, pode-se concluir, aqui, a
superioridade do RT-LAMAL para avaliar infeccdo malarica na populagéo estudada.

Em conjunto, os dados aqui obtidos demonstraram que os alvos
Pvr47/Pfr364 foram mais adequados para o diagnostico molecular de malaria do que
o gene 18S rRNA. Isto pode ser explicado porque o gene 18S rRNA encontra-se
presente em 4 a 8 cdpias por genoma dos plasmodios (CARLTON et al., 2008), ao
passo que a técnica RT-LAMAL sustenta-se em 14 copias de Pvrd7 e 41 copias de
Pfr364 (DEMAS et al.,, 2011). De fato, espera-se que um maior numero de cépias
presentes no genoma favoreca a amplificacdo de menores quantidades de DNA alvo
(LUCCHI et al., 2013).

Embora o RT-LAMAL possua grande potencial para o diagndstico
molecular de certeza de pacientes com malaria, optou-se aqui por nao considerar a

amplificagao por espécie. Isto porque como ainda néo existe o genoma disponivel do
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P. malariae, nao se pode excluir que as sequéncias amplificadas pelo Pvr47 e
Pfr364 também estejam presentes no P. malariae (KISSINGER J, UGA, Atlanta,
Informacao pessoal). De fato, resultados preliminares do nosso grupo demostram
que os iniciadores de P. falciparum sao capazes de amplificar o P. malariae,
incluindo a amostra estudada (dados nao mostrados); os mesmos iniciadores
amplificam ainda amostras de P. malariae de referéncia (gentilmente cedida por
KIRCHGATTER, K, USP, SP, Brasil). Estudos futuros de sequenciamento dos
produtos amplificados, bem como as informagdes sobre o genoma do P. malariae,
poderao ajudar a resolver esta questdo. Neste contexto estudos de
sequenciamentos se encontram em andamento pelo nosso grupo de pesquisa. Por
ultimo, vale ressaltar que informagées recentes sobre a origem do P. vivax na Africa
parecem indicar que novas espécies de Plasmodium possam existir (LIU et al.,
2014). Portanto, neste momento, ndao podemos descartar que espécies de
plasmodios, ainda nao descritas, estejam circulando nas populac¢ées indigenas aqui

estudadas, incluindo plasmdédios de primatas infectando humanos.

6.1.2 Técnicas moleculares baseadas no gene 18sRNA dos plasmédios para o
diagnostico de espécie nas aldeias ianomamis (Nested-PCR, RT-Mangold e RT-

Rougemount)

Visando identificar as espécies de plasmédio nas amostras estudas
optou-se aqui por utilizar protocolos baseados no gene 18sRNA dos plasmaédios, ja
que os iniciadores especificos para este gene permitem diferenciar P. vivax, P.
falciparum e P. malariae. Além disto, para processar o grande numero de amostras
estudas (n=1590) foi necessario a utilizacdo de um protocolo de real-time PCR, ja
que a Nested-PCR (SNOUNOU et al.,, 1993), protocolo molecular de referéncia,
requer duas reacgdes diferentes de PCR para cada amostra (género e espécie) e
revelacdo em gel de agarose. Para tal, escolheu-se o RT-Mangold (MANGOLD et
al., 2005) que ja se encontrava padronizado no Laboratério (CAMARGO-COSTA et
al., 2014). Em geral, os resultados da primeira rodada de PCR (n=1590) mostram
uma baixa positividade no RT-Mangold (1.8%) quando comparado ao RT-LAMAL
(6.9%). Na segunda fase dos experimentos, isto &, re-amplificacdo das amostras
inicialmente positivas (n=125), das quais 28 foram detectadas por intermédio do

protocolo RT-Mangold; a Nested-PCR foi capaz de detectar 45 amostras positivas. O
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fato do RT-Mangold utilizar apenas um par de iniciadores para detectar as quatro
principais espécies de Plasmodium (P. vivax, P. falciparum, P. malariae e P. ovale)
pode ter sido determinante para a menor eficiéncia deste protocolo, incluindo a néao
deteccao de infecgcbdes mistas. De fato, trabalhos recentes do nosso grupo sugerem
que os iniciadores do RT-Mangold parecem competir pelo DNA alvo, dando
preferéncia a amplificacdo do DNA de P. vivax em quadros de coinfeccao com o P.
falciparum (AMARAL, Dissertacdo de mestrado, 2010). Esta € uma grande limitacao
desta técnica, uma vez que compromete o tratamento, favorecendo a manutencéao
da infeccdo em individuos co-infectados e com baixas parasitemias (OKELL et al.,
2012; CUNNINGHAM & BOSMAN, 2013; CAMARGO-COSTA et al., 2014).

Entre os protocolos de PCR em tempo real atuais, a técnica de
Rougemont (ROUGEMOUNT et al., 2004), ou suas modificagbes (SHOKOPLES et
al., 2009), tem sido descrita na literatura como altamente sensivel. Entretanto, o
protocolo padronizado aqui foi inferior a Nested-PCR, apresentando resultados
similares ao do RT-Mangold. Neste momento, nao se tem uma explicacao clara para
isto. Entretanto, como a maioria dos protocolos de PCR tem sido padronizados a
partir de plasmideos ou amostras com parasitemias relativamente altas, os
resultados obtidos em laboratério podem ser diferentes daqueles obtidos com
amostras de campo (CAMARGO-COSTA et al., 2014). Contudo, a escassez de
estudos similares realizados a fim de avaliar a coeréncia do resultados moleculares
com amostras de campo, submetidos a condicbes nao ideais de coleta e
armazenamento a cerca de portadores submicroscopicos, torna dificil comparar tais
resultados. Neste sentido, considerando os trés protocolos baseados no gene 18S
rRNA aqui utilizados, observou-se maior sensibilidade do ensaio de PCR
convencional (Nested-PCR) tido como referéncia molecular. Atribui-se isto ao fato de
que este ensaio dispde de duas reacdes (género especifica e espécie-especifica),
as quais provavelmente intensificam a sensibilidade da reacdo, possibilitando a
deteccao do DNA alvo mesmo em baixas parasitemias.

Considerando ainda os protocolos baseados no gene 18S rRNA aqui
utilizados, foi possivel demonstrar que cerca de 50% das amostras analisadas foram
detectadas apenas por um dos protocolos moleculares. De relevancia, cerca de
14,5% das amostras foram inconclusivas quanto a espécie de plasmédio. Estes
achados refletem as limitacées dos métodos moleculares na deteccao de individuos

pauciparasitados, particularmente, com amostras de campo, proporcionando
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irreprodutibilidade dos ensaios e discordancias entre as técnicas moleculares
(SINGH et al., 1996; COSTA-CAMARGOS et al., 2014).

Estes dados permitem concluir que o gene 18S rRNA dos plasmédios nao
€ muito adequado para o diagnostico de infeccdes com baixas parasitemias, que
também ndo sdo detectadas no método parasitolégico convencional (MO). Assim,
fazem se necessarios mais estudos visando estabelecer outros alvos, como o

Pvr47/Pfr364, para o diagnostico mais apropriado de infecgdes submicroscopicas.

6.1.3 Avaliagcao do desempenho dos papeis de filtro (xaroposo e FTA Card
(Sigma-Aldrich) para a amplificacao de plasmodio

Poucos tém sido os trabalhos que avaliaram o desempenho dos
protocolos moleculares em funcdo dos métodos de estocagem de sangue, mais
precisamente avaliando a diferenga entre os papéis de filtro comumente utilizados
para estocar sangue; isto €& particularmente relevante em paises em
desenvolvimento, como o Brasil, onde o papel de filtro importado tem custo elevado.

Neste intuito, resultados preliminares do nosso grupo de pesquisa
sugeriram uma sensibilidade similar entre os papeis de filtro comum e Whatman
(COSTA, Dissertacao de mestrado, 2010). Com o intuito de confirmar este achados
prévios, realizou-se aqui uma comparagcao do papel de filtro convencional do tipo
xaroposo (sem marca) e os cartées do kit comercial Whatman® FTA® Card (Sigma-
Aldrich). Isto foi importante ja que todo o estudo nas tribos ianomamis foi realizado
utilizando o kit comercial FTA.

Os resultados obtidos confirmaram os resultados anteriores e sugeriram
uma provavel superioridade no emprego de papeis de filtro convencionais (em
diferentes niveis de parasitemia). Este resultado é bastante promissor, uma vez que
o custo beneficio dos dois métodos difere substancialmente; mais especificamente,
um pacote com cem folhas do papel de filtro xaroposo custa, aproximadamente,
R$335,50. Em contrapartida, um pacote com cem unidades do papel de filtro
Whatman® FTA® Card Technology (Sigma-Aldrich) custa cerca de R$2.406,30.
Apesar disto, nosso estudo tem limitagbes j4 que comparamos apenas amostras
provenientes de cultura de P. falciparum. Portanto, em estudos futuros faz-se

necessario avaliar este protocolo com outras espécies de plasmédio.
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6.2 Malaria nas aldeias ianomamis

Ainda que nos ultimos anos tenha sido detectada uma diminuicao
significativa no numero de casos de malaria nas Américas (REGUILLO et al., 2015),
ainda existem grupos populacionais, nos quais as medidas de controle atuais nao
tém sido eficientes. Este € o caso, por exemplo, dos assentamentos agricolas,
garimpos em atividade, areas rurais, areas de ocupacao desordenada nas periferias
das cidades e as areas indigenas (DE PINA-COSTA et al.,, 2014). Neste sentido,
muitos focos de transmissdo de malaria estdo concentrados em comunidades
indigenas localizadas, principalmente, em areas isoladas na Amazdnia Legal.

Baseado no diagnéstico microscopico de malaria, foram registrados, nos
ultimos 10 anos (2005 a 2014), 41.689 casos de malaria no conjunto de todos os
Polos Base de Saude do DSEI-Y, dos quais 33.399 foram de P. vivax, 7.948
ocasionados por P. falciparum e 342 decorrentes de infec¢cdes mistas (RIBAS, Tese
de Doutorado, 2015). Entretanto, estes numeros estdo subestimados, ja que a
microscopia 6tica € sabidamente pouco sensivel. Outro agravante € que o
diagnoéstico de rotina é feito de forma passiva, isto €, nos individuos sintomaticos;
portanto, a real dimensao do numero de casos de malaria em amerindios ianomamis
ainda é desconhecida. O presente trabalho envolveu busca passiva e ativa de casos
de malaria, o que permitiu identificar um numero significativo de infeccdes
assintomaticas e subpatentes. De fato, na populacdo estudada, enquanto a
microscopia o6tica (MO) identificou taxas de positividade variando de 0.6%
(novembro) a 1,4% (setembro), os protocolos moleculares (em conjunto) foram
capazes de identificar taxas de positividade variando de 5,1% a 9,1%. Isto reforca a
importancia de se empregar métodos de diagndsticos mais sensiveis em populacdes
com infecgbes subpatentes, que podem servir de reservatérios de malaria podendo
infectar mosquitos vetores.

No presente estudo, os protocolos de PCR baseados no gene 18S rRNA
permitiram demonstrar que P. vivax foi a espécie predominante na populacado
estudada. Estes dados estdo de acordo com a predominancia historica de P. vivax
em areas indigenas (GRENFELL et al., 2008; MARCANO et al., 2004, LASERSON
et al, 1999). Além disto, os resultados aqui apresentados identificaram uma
proporgao significativa de P. falciparum nas aldeias. Isto é relevante, visto que P.

falciparum, espécie mais patogénica, tem sido relatado em comunidades indigenas
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ianomamis em frequéncias maiores que em outros grupos étnicos da regido
(METZGER et al., 2009).

Empregando diferentes protocolos moleculares, o presente estudo
identificou ainda a presenca de P. malariae circulando nas areas estudadas. Os
resultados aqui obtidos estdo de acordo com os relatos que demonstraram a
presenca de P. malariae em aldeias ianomamis (LALREMRUATA et al., 2015;
METZGER et al.,, 2008; MARCANO et al., 2004), especialmente em simpatria com
outras espécies de plasmodios, justificando as coinfecgées (MUELLER et al., 2007).
Estes achados enfatizam que a transmissdo de P. malariae nos territorios
ianomamis do Brasil necessita ser melhor estudada. Particularmente, porque esta
espécie € indistinguivel morfologicamente e geneticamente de P. brasilianum,
parasito de primatas nao humanos. Neste sentido, foi recentemente proposto que o
P. malariae e P. brasilianum sao variantes de uma mesma espécie que € capaz de
atravessar a fronteira entre os hospedeiros, circulando entre homens e primatas nao
humanos, em cenarios nos quais estes hospedeiros compartilham o mesmo habitat
(LALREMRUATA et al., 2015). Estes achados se aplicam a area estudada, ja que os
fatores culturais dos ianomamis favorecem a ocorréncia de episédios malaricos
decorrentes de P. malariae, uma vez que as tribos se alimentam e convivem com os
macacos em condicbes de isolamento, proporcionando um cenario de
compartilhamento entre homens e primatas ndo humanos (LALREMRUATA et al.,
2015).

Similar panorama de transmissédo é reportado em areas fora da regiao
Amazénica, como por exemplo, na Mata Atlantica brasileira (DE PINA-COSTA et al.,
2014). Ressalta-se ainda que esta espécie tem sido detectada por protocolos
moleculares em diferentes partes do mundo, incluindo na Africa (DODERER-LANG
et al., 2014), Asia (BHARTI et al., 2013) e outros paises da América Latina (VOLNEY
et al., 2002). Nesta perspectiva este parasito € considerado um agente etiol6gico
geograficamente disseminado; além de representar uma espécie muito bem
adaptada. Apesar disto, P. malariae € considerado subestimado por dados oficias
(AUTINO et al., 2012).

Em suma, P. malariae representa uma importante area para futuros
esforcos de investigacao, dado que as iniciativas voltadas para a eliminacao da

malaria objetivam a deteccdo precoce de infec¢cdes submicroscédpicas, a fim de
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interromper o ciclo de transmissédo da doenca. Assim, faz-se necessario a aplicagao
de técnicas moleculares para seu diagnostico diferencial.

A populacdo aqui estudada encontra-se estruturada no Polo Base
Yanomami denominado Marari, o qual encontra-se categorizado em cinco aldeias.
Desta forma, os protocolos moleculares permitiram demonstrar uma taxa de
positividade significativamente maior em algumas aldeias. Neste sentido, chama a
atencao aldeias como Taibrapa, onde os protocolos moleculares resultaram em uma
positividade de cerca de 15% contra apenas 1% diagnosticados pela MO. Estes
dados sao relevantes, pois podem permitir o direcionamento das medidas de
controle para regiées mais criticas, como as aldeias de Taiprapa e Gasolina.

Os dados aqui encontrados, de prevaléncia de infecgcbes malaricas nas
aldeias estudadas, estdo de acordo com os achados entomoldgicos recentes na
regidao (RIBAS, Tese de Doutorado, 2015). Logo, os estudos demonstraram que,
enquanto o Anopheles darlingi encontra-se presente em todas as comunidades
estudas, em densidades médias, a presenca de anofelinos exofagicos é tida como
baixa em todas as aldeias do Polo Base Marari, com excec¢ao da aldeia de Taibrapa,
onde sao registradas densidades altas destes vetores (An. nuneztovari) (RIBAS,
Tese de Doutorado, 2015). Isto & relevante ja que foi na aldeia Taibrapa que a
positividade por malaria aqui encontrada foi mais alta. Estes dados sugerem que
além do A. darlingi -- sabidamente incriminado como o principal vetor no Brasil
(HIWAT & BRETAS, 2011) -- os anofelinos exofilicos podem ter grande importancia
nas populagcbes amerindias, onde atividades como a pesca e cagca expde as
populacées a um maior risco de transmissédo. De relevancia, o trabalho de Ribas
(2015) ainda demonstrou taxas de inoculagdo entomolbgicas elevadas,
preferencialmente em trés aldeias do Polo Base Marari (Taibrapa, Gasolina e
Alapusi). Logo, relatou-se, também, taxas de infeccao elevadas de An. darlingi nas
trés aldeias com maior frequéncia de ocorréncias de malaria, Taibrapa, Gasolina e
Alapusi. Em conjunto, estes dados corroboram com nossos achados de maior
prevaléncia de malaria nestas trés aldeias. Estes dados sao importantes do ponto de
vista do controle, ja que as comunidades do Polo Base Marari parecem apresentar
caracteristicas de receptividade e vulnerabilidade muito diferentes dos outros Polos
Base situados no DSEI-Y (RIBAS, Tese de Doutorado, 2015).

Como ja foi demonstrado anteriormente, as comunidades situadas no

Polo Base Marari sao vulneraveis a malaria, devido ao alto grau de
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interconectividade entre as comunidades e, principalmente, em decorréncia das
regulares viagens realizadas para fora da area indigena, representando uma via
frequente de re-introducao de plasmédios na area (RIBAS, Tese de Doutorado,
2015). Além disso, praticamente todas as aldeias encontram-se sob influéncia de
rios, favorecendo pontos de inundagdo e promovendo criadouros de vetores
anofelinos. Em suma, a aldeia Taibrapa, referente ao maior numero de
acometimentos, encontra-se associada a dois rios de primeira ordem (rio Catanal e
rio Taibrapa), intensificando a probabilidade de interferéncias procedente dos rios
(RIBAS, Tese de Doutorado, 2015).

Com relacdo a positividade de infec¢cdes malaricas, segundo o sexo,
observou-se uma proporcgao similar de infectados para ambos os sexos. Estes dados
concordam com a distribuicdo absoluta do Distrito Sanitario Especial Indigena
Yanomami que foi de 10.987 homens (51,8%), € 10.215 mulheres (48,2%) no ano de
2013 (Fonte DSEI-Y-SESAI-RR). De fato, uma propor¢ao similar de malaria entre os
sexos ja era esperada nestas areas, onde a exposicao aos vetores independe do
sexo. Tais resultados concordam com outros achados onde a transmissao ocorre
preferencialmente no extradomicilio ou ainda, no caso de exposicdo em viagens
realizadas em familia (LASERSON et al., 1999; SAWYER, 1993).

Na amostra estudada, o método parasitolégico convencional (MO)
diagnosticou malaria exclusivamente em criancas e adolescentes (faixa etaria de 0 a
17 anos). Considerando-se que a gota espessa -- pela sua baixa sensibilidade
(HANSCHEID, 2003; PROUX et al., 2011) -- identifica as parasitemias mais altas,
pode-se assumir que nesta area as criangas e adolescentes tem menos imunidade
adquirida a malaria. Os métodos moleculares também mostraram maior positividade
nestas faixas etarias. Em geral, os dados aqui apresentados estdo de acordo com
aqueles de populagdo constantemente exposta a malaria, onde as maiores
parasitemias ocorrem nas faixas etarias mais jovens (OLIVEIRA-FERREIRA et al,,
2010; COURA et al., 2006).

De importancia, as técnicas moleculares foram capazes de detectar
infeccbes em todos os grupos etarios (criangas, adolescentes e adultos);
particularmente, em decorréncia da maior sensibilidade do teste permitindo detectar
individuos pauciparasitados e sem manifestacdes clinicas da doenca. Além disto,
houve uma tendéncia em diminuir a positividade da PCR em funcao da idade. Neste

sentido, adultos com histérico de longa exposicdo a malaria, como € o caso da
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populacéo estudada, apresentam, na maioria das vezes, infec¢des assintomaticas e
submicroscoépicas, pouco detectadas pelos métodos diagndsticos convencionais
(FARNERT et al., 2015; MARCANO et al., 2004).

Dentre as coletas realizadas no decorrer do estudo, verificou-se uma
maior ocorréncia de malaria no més de setembro; a maior prevaléncia ocorreu tanto
para o método parasitolégico quanto os métodos moleculares. Embora o intervalo
entre as coletas de sangue tenha sido pequeno (cerca de 2 meses), observou-se, no
Polo Base do estudo, um periodo com o inicio mais antecipado da época de seca e,
consequente pluviosidade reduzida, sendo o més de setembro a referéncia entre a
transicdo de chuvas e seca (RIBAS, Tese de Doutorado, 2015). Sabe-se que as
altas taxas de transmissdo de malaria ocorrem no inicio e final das estacbes de
chuva, em virtude da formacao de reservatérios de agua limpas e parcialmente
iluminadas, estruturadas proximo as habitacées (LASERSON et al., 1999). Logo, a
auséncia de transmissdes durante os periodos de forte precipitacdo podem ocorrer
devido a inibicao do desenvolvimento do estagio larval do mosquito vetor. Em suma,
as ocorréncias registradas em setembro podem estar associadas a temporada de

transicao de estacao e, consequente formacao de eventuais criadouros.
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7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitem as seguintes conclusées:

Vi.

Vii.

viii.

Os alvos Pvr47/Pfr364 se mostraram mais apropriados para o diagnéstico
molecular de malaria em individuos com parasitemias submicroscépicas do

que o gene da subunidade menor do RNA ribossomal (18S rRNA);

Entre os protocolos baseados no gene 18S rRNA dos plasmédios aqui
avaliados (Nested-PCR, RT-Mangold, RT-Rougemount), a PCR convencional
(Nested-PCR) se mostrou mais apropriada para o diagnéstico especifico em

infeccbes submicroscopicas;

Os protocolos moleculares apresentaram baixa concordancia em relagéo ao
diagnéstico de espécie; a maior parte das amostras puderam ser detectadas

em apenas um protocolo molecular;

O papel de filtro convencional (xaroposo) se mostrou adequado para
preservar sangue total visando amplificagdo posterior de DNA plasmodial por
PCR;

As aldeias ianomamis do Polo Base Marari apresentam diferentes niveis de
transmissao malarica entre si, destacando a aldeia Taibrapa como a mais

afetada pela infeccdo malarica;

A positividade de malaria nao foi influenciada pelo sexo, mas foi influenciada

pela idade e variagdo sazonal de chuvas;

Os ensaios moleculares detectaram P. vivax como a espécie mais prevalente
nas aldeias estudas, seguido das espécies P. falciparum e P. malariae, em

propor¢des similares;

Protocolos moleculares se fazem necessarios para o estudo de incidéncia
e/ou prevaléncia de malaria em populagdées ianomamis, tendo em vista que a

infeccdo submicroscopica é frequente nestas populagées.
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amplificacdo de P. falciparum pela técnica RT-LAMAL. As amostras de DNA de P.

falciparum foram obtidas a partir de diluicdo sucessiva de cultura do parasito, o que

correspondeu a parasitemias finais variando de 1 a 0,004%. Cada grafico

corresponde a uma diluicao sendo os resultados referentes ao papel de filtro
xaroposo (PF) ou o cartdo (FTA) (Whatman® FTA® Card Technology (Sigma-

Aldrich). Como controle positivo, foi utilizada uma amostra positiva de P. falciparum

obtida de paciente com elevada parasitemia (CP).



