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RESUMO

A maléaria continua sendo um problema de saude publica e dentre as formas graves da doenca
encontra-se a malaria esplénica ocasionada, principalmente, pelo Plasmodium vivax. O diagnostico
padrdo ouro é a gota espessa, poréem apresenta limitagbes como necessidade de microscopistas
treinados, leitura dificil e cansativa, etc., dificultando o controle efetivo da maléria. O objetivo do
estudo foi padronizar cortes histologicos de baco a serem usados como fonte de material bioldgico
para o diagnostico molecular da malaria humana. Foi selecionado uma amostra de baco incluida em
parafina sabidamente positiva para P.vivax, foi realizado a microtomia com diferentes quantidades e
espessuras, sendo seis, 0ito, dez, quinze, vinte e vinte e cinco cortes histolégico com espessura 10 pm
e outros cinco e dez cortes com espessura de 20 um. Foi realizado a desparafinizacdo com xilol e
etanol e alcool 70% ,foi testado uma lavagem com xilol uma com etanol absoluto e uma com alcool
a 70%. Uma lavagem de xilol e uma de etanol retirando o alcool 70% e posterior duas lavagens de
xilol e etanol, apds a desparafinizacao os tecidos foram secos em temperatura ambiente e pesados em
balanca analitica. A extracdo de DNA foi feita com kits comerciais sendo um especifico para sangue
(DNA Blood Minikit) e o outro para tecido (QlAamp FAST DNA Tissue Kit) . Foi realizada a q°PCR
para Plasmodium sp. com alvo no gene 18S e P. vivax em regides conservadas do gene PvmtCOX1.
Entdo, foram selecionadas amostras do anode 2021de um laboratério referéncia para exame
histopatoldgico em Manaus, Amazonas para serem analisadas como teste, as amostras foram testadas
para género especifico,e espécie especifico de Plasmodium sp. e também para DNA humano.
Padronizou-se cortes histoldgicos, bem como a desparafinizacdo e método de extracdo de DNA. A
amostra com dez cortes e espessura de 20 um desparafinada com duas lavagens de xilol e duas de
etanol absoluto com peso de 40 mg, com o DNA extraido a partir de ambos os Kits, com concentracédo
de DNA de 50ng/uL para kit de sangue e55ng/pL para kit de tecido apresentou-se positiva na g°PCR
para género e espeécie especifico. E a amostras analisadas como teste apresentaram-se negativa na

gPCR para género e espécie espécifico e positiva para DNA humano.

Palavras-chave: Esplénica. Malaria. Plasmodium vivax. Extracdo DNA. Diagndstico.



ABSTRACT

Malaria continues to be a public health problem and among the severe forms of the disease is splenic
malaria caused mainly by Plasmodium vivax. The gold standard diagnosis is thick sputum, but it has
limitations such as the need for trained microscopists, difficult and tiring reading, etc., making it
difficult to effectively control malaria. The objective of the study was to standardize histological
sections of the spleen to be used as a source of biological material for the molecular diagnosis of
human malaria. A spleen sample embedded in paraffin known to be positive for P.vivax was selected,
microtomy was performed with different amounts and thicknesses, with six, eight, ten, fifteen, twenty
and twenty-five histological sections with a thickness of 10 um and another five and ten slices with
a thickness of 20 pum. Deparaffinization was performed with xylol and ethanol and 70% alcohol, a
wash with xylol, one with absolute ethanol and one with 70% alcohol was tested. One xylol wash and
one ethanol wash, removing the 70% alcohol and two xylol and ethanol washes. After
deparaffinization, the tissues were dried at room temperature and weighed on an analytical balance.
DNA extraction was performed with commercial kits, one specific for blood (DNA Blood Minikit)
and the other for tissue (Ql1Aamp FAST DNA Tissue kit). qPCR was performed for Plasmodium sp.
targeting the 18S gene and P. vivax in conserved regions of the PvmtCOX1 gene. Then, samples from
the year 2021 were selected from a reference laboratory for histopathological examination in Manaus,
Amazonas to be analyzed as a test, the samples were tested for specific genus, and specific species of
Plasmodium sp. and also for human DNA. Histological sections were standardized, as well as the
deparaffinization and DNA extraction method. The sample with ten sections and 20 um thickness,
dewaxed with two washes of xylol and two washes of absolute ethanol weighing 40 mg, with DNA
extracted from both kits, with a DNA concentration of 50ng/uL for a blood kit e55ng/pL for tissue
kit was positive in gPCR for specific genus and species. And the samples analyzed as a test were

negative in gPCR for specific genus and species and positive for human DNA.

Keywords: Splenic. Malaria. Plasmodium vivax. DNA extraction. Diagnosis.
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1 INTRODUGCAO

1.1 Epidemiologia da Malaria no Mundo

A maléria é um problema de satde publica em varios paises da Africa, Asia e América, sendo
de grande impacto na salde e no desenvolvimento econdémico de pessoas residentes em regides
tropicais e subtropicais. A maioria dos casos de mortes ocorrem na Africa Subsaariana, porém outros

continentes também sao afetados(1).

De acordo com a Organizacdo Panamericana de Saude (OPAS) 36,5% da populac¢do do
continente americano encontram-se sob risco de adquirir maléria, sendo o Brasil é o pais com maior
numero de casos (2). Em 2020, foram notificados 241 milhdes casos de maléaria em 85 paises, e 2019
oram registrados 227 milhées. Em 2020, ocorreram 627 mil 6bitos, 12% a mais em relacdo a 2019(3).

Nas Ameéricas, ocorreram 500 mil casos de maléria, sendo o Brasil responsavel por 42% dos casos.

1.2 Epidemiologia da maléria no Brasil

A malaria é uma das principais doencas endémicas parasitarias no Brasil, aproximadamente
de 99,9% da transmissdo da malaria no Brasil ocorrem na regido Amazonica, com 33 municipios
concentrando 80,0% do total de casos autoctones de malaria em 2020 (4). A maioria dos casos
ocorrem em regifes de baixa a moderada endemicidade, e pode infectar repetidamente pessoas de

todas as idades em areas de maior risco (Figura 1) (5).

A distribuicdo da malaria manifesta-se em grande heterogeneidade espacial. Tornando ainda
mais evidente nos inquéritos realizados em unidade menores como pequenas comunidades rurais e

vilarejos(6).

A ocupacdo desordenada da Regido Amaz0nica, construcao de usinas hidrelétricas, exposicao
aos vetores como em &reas de mineragdo e garimpos, assentamentos agricolas e desenvolvimento
agropecuario, contribuem para o aumento da transmissdo da maléaria (7). Além disso, outros fatores
importantes sdo: as condigdes climaticas como temperatura, umidade e pluviosidade, 0 uso

inapropriado de antimalaricos, e a auséncia de infraestrutura social (8).
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IPA 2021*
Sem transmissio Classificagao da IPA:
R Sem transmissao - 0 casos autdctones;
T Mu,m tfalxo - Muito baixo risco - IPA <1 caso/1.000 hab;
. Ba‘lxo nsco. Baixa risco - IPA <10 casos/1.000 hab;;
I Médio risco Médio risca - IPA <50 casos/1.000 hab.:
I Alto risco Alto risco - IPA 250 casos/1.000 hab.

Figura 1 - Mapa de Risco da maléria, 2021.

Fonte: (9).

1.2.1 Epidemiologia da Maléaria no Amazonas

Aproximadamente 40% dos casos registrados na regido Amazonica sdo provenientes do
Estado do Amazonas (9). Isso ocorre por conta das condi¢cBes que favorecem a transmissdo: alta
densidade de vetores da malaria, desmatamento, extensdo geogréafica e as condi¢cdes ambientais e
populacgdes residindo em condigdes inadequadas (6)

Em 2021, foram notificados 60.380 casos de malaria autoctone (Figura 2). Sendo o P. vivax
responsavel pela maioria dos casos (10). A Fundacgéo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado
(FMT-HVD) localizada em Manaus, é referéncia para pesquisa e assisténcia a doencas tropicais no
Amazonas, no periodo de 2015 a 2019 foram atendidos 13.245 casos positivos, sendo o P. vivax a
espécie prevalente, responsavel por 98,1% dos casos (11).
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Munidiios orioritarios
Il 2019 e 2020
Apenas 2019
I Apenas 2020
500 0 500 1000 1500 2000 km

Fonte: Sivep-Maldria e Sinan/SVS/MS. Data de atualizacdo: 4 de agosto de 2020. Excluidos resultados negativos, nulos, liminas de verificagdo de cura (LVC) e municipios
que ndo contemplam 80% dos casos autdctones de maldnia do Brasil

Figura 2 - Distribui¢do da Maléria no Estado do Amazonas em 2019 e 2020, a cor azul escuro mostra

municipios com maior nimero de casos em 2019 e 2020, em azul claro apenas em 2019 e azul médio em 2020.

Fonte. Fonte: (13).

1.3 Malaria

A malédria € uma doenca infecciosa parasitaria, causada por protozoarios do género
Plasmodium, disseminados pela picada dos mosquitos fémeas infectadas do género Anopheles (12).
Estas podem transmitir sete espécies de malaria humana: P. vivax, P. falciparum, P. malariae, P.
ovale, P. knowlesi, P. simium, P. cynomolgi (13). A fémea anofelina ao realizar o repasto sanguineo,

inocula 0s esporozoitos na corrente sanguinea, através da saliva (Figura 3) (14).

Os esporozoitos migram para o figado iniciando a fase pré-eritrocitica ou esquizogonia
hepética, 0s esporozoitos invadem os hepatdcitos, onde ocorre a divisao intracelular assexuada. Ao

finalizar esta fase milhares de merozoitos exoeritrociticos sao liberados na circulagdo sanguinea. O
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tempo para encerrar esta fase varia de acordo com cada espécie , sendo em média uma a duas semanas
(Figura 3) (15).

Os merozoitos sdo liberados na corrente sanguinea através dos merossomos, Sdo pequenas
estruturas vesiculares formadas a partir da membrana plasmatica do hepatdcito. Esses merossomos
infectam os eritrécitos na corrente sanguinea, iniciando o segundo estagio da reproducdo assexuada
a fase eritrocitica (16). Também chamada de esquizogonia sanguinea, 0s merozoitos desenvolvem-se
no interior dos eritrocitos, e evoluem para trofozoitos jovens, logo em seguida passam a ser
trofozoitos maduros, através da divisdo nuclear tornam-se esquizontes, cada esquizonte libera de 8 a
16 merozoitos na circulacdo sanguinea, 0s merozoitos invadem as hemacias, iniciando o ciclo

mitético e dando origem a novos esquizontes, e reiniciando o ciclo eritrocitico (Figura 3) (17).

O ciclo eritrocitico ocorre em intervalos regulares entre 48 a 72 horas de acordo com a espeécie,
estas repeti¢cfes ocasionam o0 aumento da carga parasitaria, manifestacdes clinicas e reducdo no
namero de plaquetas(18). Quando acontece uma nova picada por mosquito Anopheles, ap6s a ingestao
de gametocitos, no intestino delgado do mosquito, rapidamente decorre a divisdo celular dos
gametdcitos em microgametas e macrogametas, e estes se fertilizardo originando o oocineto, e na
parte exterior do intestino formar&o o oocisto, estes oocistos ao se romperem formam milhares de
esporozoitos que migram para as glandulas salivares do mosquito, e tornam-se apto a infectar outro
individuo (Figura 3) (19).

Nas espécies P. vivax e P. ovale durante a esquizogonia hepatica, ocorre a formacao
de estruturas que ficam dormentes no figado, denominados hipnozoitos, que podem permanecer por
meses ou anos nos hepatdcitos e causar recaida da doenca com ressurgimento dos sintomas apos anos

de transmisséo (20).
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Figura 3 - Ciclo bioldgico do Plasmodium.1) Transmissdo do esporozoito (forma infectante) para 0 homem 2)

Ciclo preé-eritrécitico 3) Ciclo eritrocitico 4) Ciclo no vetor.

Fonte: Adaptado de (23).

1.4 Manifestac6es Cinicas da Malaria

As manifestacdes clinicas da maléria iniciam-se apds um periodo de incubacéo, que varia de

acordo com a espécie causadora da infecgdo, em média de 7 a 21 dias para o P. vivax e de 7 a 12 dias

para o P. falciparum. Sintomas como mal-estar, inquietacdo, sonoléncia, recusa alimentar, cefaleia e

nauseas podem ocorrer antes do paroxismo febril (sudorese, calafrio e febre) (21). O paroxismo febril

que pode ter um intervalo de 48 a 72 horas dependendo da espécie infectante (22)

O P. falciparum é considerado o mais propenso a desenvolver formas graves, pois sua

multiplicacdo ocorre rapidamente na circulacdo sanguinea, é capaz de destruir de 2% a 25% do total

de hemdcia e ocasionar anemia grave, possui capacidade de modificar sua estrutura possibilitando a

adesdo entre si e nas paredes dos vasos sanguineos, podendo causar sérios problemas como trombose
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ou embolias em érgdos (23). Em infecgdes por P. falciparum o tratamento deve ser imediato, ou seja,
nas primeiras 24 horas do inicio da febre (24).

O P. vivax é responsavel pela maléria ndo complicada, que na maioria das vezes ndo atinge
1% das hemaécias e, podendo ocorrer a diminuicdo no numero de plaquetas, podendo confundir com
outras doencas e causando um retardo no diagnostico e tratamento (25) Além disso se ndo houver
tratamento correto os hipnozoitos podem provocar recaidas, dificultando o controle da doenca (26).
(27)

Outros sinais e sintomas da malaria encontra-se cefaleia, febre, nauseas, vomitos, dor
abdominal, hepatoesplenomegalia, diarreia, tosse, ictericia, urina escura, taquicardia, colapso
hemodinamico, sdo sintomas caracteristicos da forma grave da doenca (28). Na préatica clinica, alguns
pacientes podem ndo apresentar paroxismo febril, sendo os casos assintomaticos, sdo individuos que
podem contribuir com a transmissibilidade do Plasmodium por ndo haver diagndstico e intervencao

terapéutica (29).

1.5 Diagnostico da Malaria

A confirmacdo diagnostica da malaria ocorre por meio da gota espessa (30). O diagndstico
hemoscopio, € bastante especifico, porém a sensibilidade desta técnica pode ser comprometida diante
de baixas densidades parasitarias e infeccdes mistas, embora microscopistas experientes e bem

treinados sejam capazes de detectar intervalos de 5-50 parasitos/microlitro(31).

Nos ultimos anos, o desafio em detectar a baixa parasitemia vem motivando a busca por
métodos auxiliares, entre 0s métodos alternativos encontram-se os protocolos moleculares em PCR,

que apresenta sensibilidade superior a microscopia padréo (32).

1.5.1 Diagnéstico Microscopico

O exame padrao ouro é a gota espessa corada por Giemsa analisada por microscopia éptica, €
uma técnica de baixo custo e simples, podendo quantificar a densidade parasitaria, e possibilita o
monitoramento da resposta ao tratamento contra formas sanguineas do parasito em casos de infecgédo

positiva (33).
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Mesmo sendo o método referéncia, apresenta leitura dificil de ser realizada pois é necessario
tempo considerdvel para andlise, além de equipamentos e insumos de boa qualidade e pessoas

capacitadas, tanto para o preparo quanto para leitura das laminas (34).

Estudos relatam que o numero de individuos com baixa parasitemia tem sido maior do que
com alta parasitemia, podendo persistir por varios meses (35). As pessoas imunes ao Plasmodium
permanecem em situacgdo de infeccdo sub-patente, estes casos diminuem a sensibilidade de deteccéo
através do método de gota espessa, 0 que torna dificil a identificacdo de espécies por conta de
densidades parasitarias abaixo do limite de deteccéo pela Gota Espessa, e permite a manutencdo do

ciclo do parasito, pelo qual estes individuos atuam como reservatorios (36).

Para complementar a microscopia éptica tem-se buscado novos métodos que que possam
aprimorar no diagndstico da maléria. Dentre esses, sao encontrados os métodos moleculares que sao
bastantes promissores, detectam o material genético dos parasitos e possibilitam a identificacdo e
diferenciacdo das espécies e infeccOes, sendo altamente sensiveis e especificos (37).

1.5.2 Diagnéstico Molecular

A PCR tem como principio o uso de um par de iniciadores que reconhecem uma sequéncia
alvo do DNA ou RNA de uma determinada espécie que, juntamente com a enzima Taq polimerase,
permite a amplificacdo do material genético em uma amostra (38). Por conta disso, o diagndstico
molecular da malaria vem se destacando como uma das ferramentas mais promissoras, considerando

as altas sensibilidade e especificidade podendo alcancar até mesmo as infecc¢Oes subclinicas (39).

A PCR para o diagndstico de maléria foi descrita em 1989 por Waters e McCutchan, baseados
na regido codificadora da subunidade menor do RNA ribossomal dos plasmodios, gene 18S
(18rRNA). A partir dai, o diagndstico molecular para malaria tem se baseado principalmente nessa
sequéncia, baseada por regides polimdrficas enfraquecidas por regides conservadas (40). Como o
estudo de Almeida et al., (2018) que utilizou a metodologia de gPCR com o alvo 18S e detectou
plasmodium spp. e identificou a presenca de gametocitos de P. vivax na maioria dos individuos
estudados.(41).

Estudos com foco na deteccdo de P. vivax em orgaos também tem sido realizado como o de
Lacerda et al. (2012), que realizaram um estudo retrospectivo e descritivo, em que autopsiou 19 ébitos

de pacientes com diagnostico de infecgéo por P. vivax. Na analise laboratorial, foram usadas 20 secGes
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de tecido de parafina de 10 um do bago, do pulmao e cérebro para extragdo de DNA. Foi realizado
Nested PCR usando concentracao final de 200 ng de DNA para confirmar a infec¢do por P. vivax e
descartar infeccdo por P. falciparum, nove pacientes foram classificados como portadores de P.
vivax em que foi um dos principais contribuintes para levar estes pacientes a 6bito. nos outros quatro,
a espécie P. vivax mostrou ser um achado incidental e o restante ndo obtiveram P. vivax confirmado

por PCR em amostras de tecido (42).

Outros estudos tém buscado melhorar o diagnostico da maléria através de método molecular
como o desenvolvido por Gama et al. (2006) que padronizou um protocolo de PCR convencional e
em tempo real para deteccdo de parasitos da malaria género-especificas em individuos
pauciparasitados. Para extracdo de DNA, utilizaram a técnica de Fenol-Cloroférmio e a PCR
de género demonstrou que os resultados apresentaram 100% de concordancia em comparagdo com

as PCR espécie-especificas e exame de microscopia realizado em laboratoério préprio (43).

Salwa et al. (2011) realizaram a validacdo da qPCR para caracterizacdo de esplenomegalia
macica relacionada a infeccdo malarica, em que realizavam o exame de gota espessa e,
posteriormente, a g°PCR em sangue periférico e relacionavam a parasitemia com o tamanho do baco,
e mostrou que o bacgo teve reducdo significativa apds o tratamento de antimalérico. E que o uso de
PCR apresentou taxa parasitaria significativamente maior em infeccdes por P. vivax e mistas, em

comparagdo com a microscopia (44).

Tem sido evidenciado que o DNA extraido a partir de tecidos emblocados em parafina
pode ser utilizado para diagnéstico pela PCR, existindo inclusive estudos baseados em analises de
sequéncias gendmicas ou mitocondriais desse tipo de amostras (45). O avanco do diagndstico
molecular fez com que esse tipo de material que, anteriormente, era apenas utilizado em estudo
histomorfoldgico, fosse também solicitado para estudos moleculares. A obtencdo de macromoléculas
a partir desse tipo de amostra possibilita estudos de genes terapéuticos e estudos retrospectivos para

a avaliagdo de varias doengas (46).

A PCR permite amplificacéo répida e especifica da sequéncia de acidos nucléicos a partir de
varios materiais como sangue, cabelo e tecidos frescos ou congelados, etc (47). A PCR, mesmo sendo
bastante empregada, deve sempre passar por padronizacdo para adequar as condigdes de
amplificacdo. Para material parafinado deve haver atencdo especial aos fatores endogenos e exdgenos

a reacgdo, iniciando dos métodos de fixacdo até o tempo de vida Util do bloco de parafina (48).
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Tecidos emblocados em parafina apresentam um valioso recurso que possibilita aplicar
tecnologias modernas para verificar diversas patologias em véarias populacfes, porém, existem poucos
estudos que relatem sobre o controle de qualidade. Sendo assim, ndo se sabe se 0 armazenamento
dessas amostras esta em condicOes de temperatura adequada para impedir a degradacédo dos acidos

nucleicos (49).

1.7 A Importancia do Bago

O bago é o maior 6rgéo linfoide do organismo, localizado no hipocondrio esquerdo, sob a
protecdo da arcada costal (Figura 4). Possui duas estruturas distintas, mas funcionalmente associadas.
E constituido pela polpa branca, que tem como composicao células do sistema imunoldgico, e pela

polpa vermelha formada por filtracdes e pela deposicdo de células do sangue (50).

Possui funcdo de remover da circulacdo sanguinea as hemdcias em processo de
envelhecimento, anormais, imunologicamente comprometidas e outros elementos particulados do
sangue. Também é responsavel pela destruicdo de parasitos, que acontece mediante a rede de filtracdo
localizada na polpa vermelha (51). E um 6rgéo elemento chave para remoc&o de hemacias durante a
infeccdo por Plasmodium, devido a isso a malaria em pacientes esplenectomizados pode evoluir para

forma grave (52).

As duas fungdes mais importante do baco sdo as imunoldgicas e fagocitarias. A filtracao
mecanica auxilia na fagocitose e destruicdo de patdgenos dentro dos eritrécitos, na remocdo de
bactérias e/ou virus que ndo foram ingeridos e opsonizados na circulacdo, na destruicdo de
microrganismo para quais 0 hospedeiro ndo apresenta anticorpos especificos e na manutencédo de

hemacias (53).

Outra funcdo importante é a manutencédo da funcdo imunoldgica normal do hospedeiro contra
agentes infecciosos. Os individuos com auséncia do bago sdo mais suscetiveis a infec¢des graves,
com risco elevado para evolugdo com quadros de bacteremia e septicemia (54). Em infec¢bes por
Plasmodium, o aumento da carga parasitaria resulta na necessidade de uma grande e rpida ampliacéo

desta rede para divergir a parasitemia para poder garantir a resolucéo da infecgdo (55).

As indicacOes de esplenectomia pode ser de origem traumatica ou ndo traumatica. As
indicacOes de causas traumaticas apresentam como principal causador os acidentes automobilisticos
e os atropelamentos, e as indica¢Ges ndo traumaticas sdo ocasionadas por patologias que impedem a

fungédo normal do bago (53) .
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O trauma abdominal é um dos mais frequente, por conta do seu potencial lesivo, esta
relacionado a multiplas complicacdes, o que aumentam as taxas de morbidade e mortalidade, e por
esse motivo, vem sendo cada vez mais estudado. Acredita-se quando acometido por algum patégeno
como o Plasmodium, podendo ficar mais vulneravel a sofrer ruptura em caso de algum evento

traumatico(56).

Figura 4 - Localizacdo do Bago: espaco superior esquerdo da regido abdominal, atras do estbmago e abaixo do
diafragma, medindo aproximadamente 10 a 15 cm de didmetro e com aspecto semelhante ao punho cerrado, estando
protegido pelas costelas.Fonte: Health hype. Adaptado:(59).

1.7.1 Bago e Malaria

A esplenomegalia ¢ um indicador importante na endemicidade da malaria, porém o
conhecimento tem progredido lentamente, devido ao risco da puncao esplénica. Mesmo assim, houve
avancgos em relacdo ao conhecimento sobre o papel do baco, principalmente, sobre controle inato da

infeccdo (57)

A esplenomegalia € uma caracteristica comum da malaria, porém a ruptura esplénica
representa uma complicacdo grave da maldaria, e € ocasionada principalmente pelo P. vivax (58). Uma
grande biomassa de parasitos intactos da maléaria em estagios assexuados pode se acumular em bacos
de humanos assintomaticos infectados com P. vivax. Os mecanismos relacionados a essa afinidade
ndo sdo claros. Ha hipotese de que os reticulocitos imaturos, em que P .vivax se desenvolve, podem

manifestar altas densidades no baco, sendo um nicho para a sobrevivéncia do parasito (59).
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A zona marginal e a polpa vermelha s&o locais potenciais para a remogao dos eritrocitos (60).
O baco, além de remover as hemacias parasitadas da circulagdo, também retira os parasitos de seu
interior e devolve-as a circulacdo intacta (61). Na infeccdo malarica, ocorrem disfuncgdes
hematopoiéticas, tornando o baco um sitio hematopoiético extramedular. Quando o sangue entra no
baco, o fluxo € reduzido na zona marginal, 0s antigenos podem ser capturados pelos macréfagos.
Durante a infeccdo, todas as estruturas do baco se rearranjam, ocorre uma interagdo nessas estruturas,
e migram de uma regido para outra capacitando o baco para combater a infec¢do. Durante esse

processo, os limites entre as polpas branca e vermelha e zona marginal praticamente somem (62).

O baco retém uma proporcéo de eritrocitos com trofozoitos e esquizontes, mas a retencao dos
eritrécitos com esquizontes pode apresentar um leve impacto patogénico, uma vez que a maioria das
formas maduras sdo sequestradas (citoaderéncia) em outros 6rgdos do corpo, o que impede a filtracdo
pelo baco (63).

Em um estudo realizado em Manaus, paciente de 19 anos do sexo masculino deu entrada em
um hospital da capital do estado do Amazonas com fortes dores abdominais apés cair de uma arvore,
atraves da ultrassonografia identificou-se ruptura esplénica, devido a isso foi submetido a
esplenectomia, realizou-se PCR de fragmentos do baco, em que apresentou positividade para P. vivax
(64).

Em outro estudo, com 55 casos de P. vivax, P. falciparum, P. malariae, P. ovale foram
analisados relatos de ruptura patoldgica do baco associada a malaria publicados nos Gltimos 50 anos
em cinco idiomas, A ruptura esplénica foi completa (n = 50), parcial (n = 5). A morte ocorreu em
12 pacientes (22%), 8 dos quais por colapso irreversivel precoce (n = 7) ou morte inesperada
(n = 1). A taxa de mortalidade foi maior entre 0s viajantes do que em outros pacientes, as
caracteristicas de ruptura em infeccdes por P.vivax e P. falciparum foram meramente semelhante.
(28). Na Amazonia brasileira, um paciente com ruptura esplénica espontanea diagnosticada com
aparelho de ultrassom portatil logo ap6s o inicio do tratamento e com parasitemia recorrente apos
esplenectomia em paciente do sexo masculino de 45 anos. Teve a monoinfecgdo confirmada por PCR

do sangue periférico e de secdes baco (65)

Na Indonésia, foi realizado uma coorte com exames microscopios e moleculares do baco e
sangue periférico nos pacientes nao tratados e submetidos a esplenectomia, infectados com P. vivax
e P. falciparum, em comparacéo com o sangue periférico, eritrocitos ndo fagocitados se concentravam

no bago (66). Esta observacéo traz informagao importante para o papel da filtracdo do baco, porém
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também sugere que o bago pode torba-se um abrigo para para os parasitos(63) e devido isso podem
permanecer assintomaticos dificultando o diagndstico (67). Outro estudo na india, a PCR apresentou
taxa de parasitemia maior para P. vivax e infeccBes mistas em comparacdo com a microscopia e

RDTSs, sendo sugerido seu uso para investigar casos assintomaticos (68).

A incidéncia da maléria esplénica ainda é, mais frequente em infeccdes primarias (69). Em
infeccBes recorrentes, as alteragcbes morfolégicas no baco sdo graduais, resultando em tensdo
esplénica menos pronunciada. Para realizar o diagnostico € necessario um elevado indice de suspei¢ao
clinica, o que pode ser associado a hipotensdo, dor abdominal e diminuicdo nos valores de
hematocritos, mas algumas pessoas podem permanecer quase assintomaticos, dificultando o
diagndstico, sendo necessario que individuos com infeccdo por Plasmodium sp. sempre realizem
ultrassonografia para investigacéo de ruptura, em casos que o diagndstico de ruptura seja confirmado
e com indicacdo de esplenectomia, ap0s a realiza¢do do procedimento é importante a realizacdo da
gPCR de secbes do baco (67).
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Padronizar cortes histoldgicos de baco a serem usados como fonte de material biolégico para

o0 diagnostico molecular da malaria humana.

2.2 Objetivos especificos

e Estabelecer protocolo para extracdo de DNA de baco.
e Estabelecer protocolo de gPCR para deteccdo de malaria utilizando alvo género especifico.

e Estabelecer protocolo de gPCR para deteccdo de malaria utilizando PVYMTOCX1 para P. vivax;



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Desenho do estudo
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Trata-se de um estudo transversal desenvolvido no Instituto de Pesquisa Clinica Carlos
Borborema (IPCCB) localizado na Fundagéo de Medicina Tropical (FMT-HVD) (Figura 5).

Figura 5 — Local de realizacéo do estudo.

Fonte: Google imagens
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3.3 Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Humanos da Fundagio de
Medicina Tropical do Amazonas (CEP/FMT-HVD), sob o numero de Certificado de Apresentacao
de Apreciacio Etica (CAAE) 31739220.4.0000.0005.

3.4 Amostra e coleta de dados

3.3.1 Coleta das amostras

Foi utilizado um controle de baco parafinizado, proveniente de individuo sabidamente
positivo para P. vivax diagnosticado por gota espessa e microscopia do baco infectado (70). Como
critério de selecdo, o bloco deveria estar em condicdes vidveis para uso contendo material suficiente
e parafina conservada, armazenamento adequado em temperatura de 2°C a 37°C e em caixa de

papeldo anti-impacto.

3.4.2 Cortes Histoldgicos

Foram realizados cinco, seis, oito, dez, quinze, vinte e vinte e cinco cortes histolégico com
espessura 10 um e outros cinco e dez cortes com espessura de 20 pm (71). O maior eixo do bloco
foi colocado verticalmente ao fio da navalha para acertar o bloco, em seguida foi retirado o excesso
da parafina até alcancar o material, aparado o bloco e resfriado em gelo para endurecer a parafina e
umedecer o tecido. Em seguida ao resfriamento, foi realizado a microtomia propriamente dita,
obtendo os cortes com o auxilio da pinca. Posteriormente, foram adicionados em microtubos

identificados como controle positivo, em seguida foi realizada a desparafinagéo.

3.4.3 Desparafinizacao

Para cinco, dez, quinze, vinte cortes foram feitas lavagens com xilol com o volume de 1 mL
em cada, foi centrifugado por 5 minutos a 14.000 rpm, sempre desprezando o sobrenadante
cuidadosamente, posteriormente foi realizado uma lavagem com 1 mL de alcool absoluto e
centrifugado por 5 minutos a 14.000 rpm e desprezado o sobrenadante, e mais uma lavagem com
alcool 70%, logo apos deixou-se o tecido secar. Para vinte e cinco cortes foi feito uma lavagem com
1 mL de xilol centrifugado por 5 minutos a 14.000 rpm, e posteriormente com uma de alcool absoluto,
sendo secos em temperatura ambiente. O restante dos cortes realizados foram desparafinizados com

duas lavagens de xilol e duas de alcool absoluto a cada lavagem, sendo centrifugado por 5 minutos a
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14.000 rpm e desprezando o sobrenadante (Anexo 1). Apos estarem secos foram pesados, da seguinte
forma: foi zerado o peso da balanca com microtubo equivalente ao que continha o tecido, apds fazer

isso foi adicionado o0 microtubo contendo o tecido na balanga, o peso do tecido foi dado em miligrama.

3.4.4 Extracdo de DNA

Apdbs secagem das amostras, realizou-se a extracdo com dois Kits de extracdo da QIAGEN,
com Kit QlAamp FAST DNA Tissue kit Qiagen adicionou- se os tampdes disponibilizados no kit
que foram 200uL de Buffer AVE, 40uL de Buffer VXL, e 1uL de Buffer DX, com estes tampdes
colocou-se para incubar em banho-maria por 6 a 8 horas, posteriormente podendo ser incubado em
thermomixer ou estufa por mais 12 horas. Ap6s o periodo de incubacdo, adicionou-se 20uL de
Proteinase K e 4uL de RNAase e homogeneizando em vortex. Em seguida, deixou-se em temperatura
ambiente por 72 horas. Apds foi transferido cuidadosamente para o tubo filtro disponibilizado pelo

fabricante, dai em diante foi seguido as instru¢des do fabricante.

Com o QlAamp DNA Blood Minikit adicionou-se 20 pL de proteinase K sobre a amostra e
homogeneizou-se em vértex. Incubou-se por 6 a 8 horas em banho-Maria. Ap6s a incubacdo adicionar
200 pL do Tampdo AL e deixou-se em temperatura ambiente por 72 horas. Posteriormente foi
adicionado 200 pL de etanol (95% a 100%) e agitado no vortex imediatamente. Removeu-se as bolhas
por centrifugacdo. Cuidadosamente foi transferido o contetdo do tubo para o tubo filtro. A partir dai
seguiu-se as instrucdes do fabricante (ANEXO 2). Em seguida, foi realizado a quantificacdo do DNA
atraves de espectrofotometria (NANODROP) na unidade de g/pL sendo este limpo com um lenco
adequado, adicionado 1 pL de agua destilada no local de leitura, e depois limpo novamente com
lenco, em seguida adicionou-se 1 pL da eluicdo contendo material genético, a quantificacdo
fotométrica por medidas de absorbancia foi A250/A280 e A250/A230, os valores considerados

aceitaveis foram a partir de 10 ng/ pL, ndo foi necessario fazer a diluicdo do DNA.

3.4.5 PCR em Tempo Real

Primers e sondas para deteccdo de Plasmodium spp. e deteccdo de espécies especificas,
PvmtCOX1 (Tabela 1) (44,71). Todas as amostras foram testadas em triplicata o volume foi de 24
ML incluindo o mix de reagente e 0 material genético, com concentragdo de primers e sondas de 10
MM. Também foi adicionado na reacdo e plasmideos contendo o fragmento do gene que sera
amplificado. Trés diluicdes foram usadas em triplicata: 102, 10* e 10° copias/ pL, e também foi

utilizado controle negativo testado em triplicata. As medidas de amplificacdo e qPCR foram
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realizadas utilizando o Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR System, com verséo 2.3 Todas
as analises, incluindo a definicdo dos valores do limiar e do ciclo de quantificacdo (Cq), foram
estabelecidas automaticamente usando as configuracGes padrdo (ANEXO 3). Os procedimentos
foram realizados em placas de 96 pocos. Para o formato de sonda TagMan, os ensaios foram
realizados no fundo do QuantiFast Probe. Os seguintes perfis térmicos descritos abaixo sdo para cada

master mix usado:

Plasmodium sp. Tagman
Stage 1(Holding Stage): 95°C for 5 min
Stage 2 (Cycling Stage): 95°C for 10 sec, 60°C for 30 sec} 45 Cycles

P. vivax PvmtCOX1 TagMan:

Stage 1(Holding Stage): 95°C for 5 min
Stage 2 (Cycling Stage): 95°C for 10 sec, 60°C for 30 sec} 45 Cycles

Tabela 1: Iniciadores e sondas usados para amplificacdo de genes 18S rRNA.

Assay Primers Sequence 5’- 3’
For TTAGATTGC TTCCTT CAG TRCCTT ATG
MAL
Q Rev TGT TGA GTC AAATTA AGC CGC AA
Probe 6FAM —-TCAATTCTTTTAACTTTCTCGCTT
GCG CGA -BHQ1
PvMt_cox1_Fw TTATATCCACCATTAAGTACATCACTT
PvMt_cox1_Rev AACCTTTAGATCTTAGATGCATTACA
Pv Mt

PvMt_coxl_Probe  FAM-CCTGTTGCAGTAGATGTTATCATTG-
BHQ1

Fonte: (41)(72).

3.4.6 Amostras de bago

Foram selecionadas amostras de baco em bloco de parafina do ano de 2021 de um laboratério

referéncia para exame histopatologico em Manaus, Amazonas. As amostras selecionadas foram de
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individuos vitimas de trauma submetido a esplenectomia de qualquer idade e ambos os sexos, foram
incluidas amostras com armazenamento adequado em caixa anti-impacto e em temperatura
ambiente,com material suficiente para obtencdo dos cortes. N&o foi possivel obter historia clinica

dos individuos que tiveram a amostra selecionada.

3.4.7 Histdrico da inclusdo em parafina das amostras selecionadas.

A inclusdo em parafina foi precedida com o xilol, posteriormente miscivel em alcool. apés a
remocao do alcool, o tecido passou por uma infiltracdo em parafina liquida, mantida em estufa a 56°C
(ponto de fusdo) e posteriormente 0 mesmo foi transferido para o molde contendo parafina liquida.
Em poucos minutos a parafina passou a ser solido, obtendo-se o bloco de parafina contento o

fragmento do tecido em seu interior.

3.4.8 Microtomia, desparafinagdo, extracgdo e qPCR.

Foram feitos dez cortes com espessura de 20uM, foi desparafinado com duas lavagens de xilol
e duas de etanol a cada lavagem foi realizado a centrifugacdo por 5 minutos a 14.000 rpm e
desprezado o sobrenadante. a Extracdo foi realizada com o kit QlAamp FAST DNA Tissue kit e
QlAamp DNA blood minikit conforme a adaptacéo realizada. Na gPCR foram testadas para género

e espécie especifico de Plasmodium. E também foi realizada a q°PCR para DNA humano.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Mediante os resultados obtidos foi gerado 01 artigo, disposto a seguir, de acordo com

as normas de publicacéo da revista Malaria Journal para artigos de métodos.
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ABSTRACT

Introduction: Plasmodium vivax is the main specie responsible for human
malaria, and one of its manifestations is splenic malaria, but there are still challenges in
diagnosis. The present study aimed to standardize DNA extraction from Plasmodium sp.
in spleens for diagnosis by gPCR. Methods: We performed a microtomy of a paraffin-
embedded spleen as a positive control for P. vivax. It was deparaffinized with xylol and
ethanol. Then, DNA extraction was performed with two commercial kits. gPCR was
performed with the Tagman system for detection of Plasmodium sp. (Qmal) and species-
specific focusing on conserved regions of the PvmtCOX1 gene. Then, 200 samples of
spleen from traumatic patients for splenectomy in Manaus, Amazonas, were selected
from 2015 to 2019 from a reference laboratory. Results: The deparaffinization and DNA
extraction method of Plasmodium vivax was successfully standardized. An extracted
DNA sample using this gPCR protocol was positive for P. vivax. Of the 200s, all gPCRs
were negative. Conclusion: Paraffinization is practical and efficient for the preservation
of samples, but the formation of bonds between proteins and DNA makes extraction
difficult. Despite this, in this study it was possible to identify a possible method of

identifying and identifying the species of Plasmodium vivax.

Background

Malaria is one of the main public health problems in the world, due to the high

rate of morbidity and mortality, it is an infectious parasitic disease, caused by protozoa
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of the genus Plasmodium by the bite of female mosquitoes of the genus Anopheles (73).
Currently, seven species that cause malaria have been reported: P. falciparum, P.vivax,

P.malariae, P.ovale, P.knowlesi, P.simium and P.cynomolgi (13).

Between 200 and 400 million cases of malaria are reported annually in the world,
and, approximately 500.00 deaths. (2). In Brazil, most cases of malaria occur in the

Amazon region and approximately 82% are P.vivax (5).

Asymptomatic cases are worrisome because they can maintain transmission (31).
These asymptomatic individuals may not be diagnosed by the thick smear (45), because
this method does not have a sufficient sensitivity to detect low parasitemia (34). Then,
molecular methods, for being extremely specific, are very promising to detect the genetic
material of the parasites and allow the identification and differentiation of species. (39).

Studies report that the enlarged spleen is related to the accumulation of immature
reticulocytes, in which P. vivax develops, but it is still unclear. Thereby providing a niche

for the survival of the parasite (9).

Amazonas state is an endemic area for malaria and may have a large number of
individuals with low parasitemia and there is a probability that these individuals are not
being diagnosed, becoming carriers of Plasmodium sp. in the spleen. The present study
aimed to standardize a technique for extracting DNA from spleens for detection of

Plasmodium sp. by qPCR.

Results

Table 1 shows differences in the number of tissue slices and thickness. In addition,
1-2 washes with xylol and ethanol were adapted for deparaffinization. It was observed in
the standardization that the best result was with 10 cuts of 20 um, 2 washes of xylol and
2 of absolute alcohol, weighing 40 mg and DNA concentration of 50 ng/uLuL for the
QlAamp DNA Blood Minikit kit and 55 ng/ pLpL for QlAamp FAST DNA Tissue Kit,

with positive gPCR result for specific genus and species.

In figure 1A, it is shown gPCR result for gender-specific QMAL. The DNA

samples extracted with both kits amplified in triplicate, the sample extracted with the
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blood kit had a copy number of 75.01 [CIl: 73.8-76.4] and for the tissue kit 86.03 [CI:
84.2-87.9]. In figure 1B, gPCR result for specific mitochondrial target species
PvMTCoX1. The sample extracted with the blood kit had a copy number of 89.2 [CI:
87.4-91.1] and tissue kit 106.06 [CI: 105.2-108] for P. vivax. It was observed that the
sample extracted with the tissue kit showed better results in gPCR for specific genus and

specific species.

Of the twosamples selected and analyzed as a test, all were negative positive in
the gPCR.

Discussion

The spleen may play an important role in malaria with hematoma, splenic
infarctions, ruptures and abscess formation (74). According Mohamed et al. (2012), most
cases of splenic rupture were caused by P.vivax and P.falciparum (11,13). The spleen's
participation in parasite loads is reinforced by high parasitemias and clinical severity in

splenectomy patients (63).

This study provides information on the diagnosis of splenic malaria by P. vivax
on real time PCR. The molecular diagnosis of malaria has been one of the most promising
tools in the detection with high sensitivity and specificity (39). Siqueira et al. 2012,
showed a patient with P. vivax detected in blood and spleen which was the splenectomy

due to spleen rupture (64).

Saraiva et al. (2019), standardized a technique for extracting DNA from
Plasmodium sp. on filter paper, In the study, the IBMP (Institute of Molecular Biology of
Parand) treatment Kit, used in the diagnosis of treatment, was adapted to obtain
Plasmodium DNA (77). Lacerda et al (2012) conducted a study in which 19 deceased
patients diagnosed with P.vivax infection were autopsied. Laboratory analysis of twenty
10 um paraffin tissue sections from the spleen, brain and lung were used for DNA
analysis. Nested PCR was performed using 200 puLof DNA to confirm P. vivax infection.
(42).
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Kho et al., (2021) worked with DNA from frozen spleen biopsies (59). In this
study, the methodology wasn’t able to be reproduced because the spleen samples were in
a paraffin block. Some factors can influence the quality of the DNA in paraffin blocks,
such as: time of prefixation, fixation and decalcification (78). PCR performed from
genetic material extracted from a paraffin-embedded sample is widely used, however,
standardization must always be carried out to suit the amplification conditions. For this
type of material, special attention must be paid to endogenous and exogenous factors to
the reaction, starting from the fixation methods until the useful life of the paraffin block.
(79).

Salwa et al. (2011) performed a gPCR validation study for splenomegaly related
to malarial infection which were performed the thick blood smear and gPCR in peripheral
blood and related it to the size of the spleen (44). In this study, the same methodology
was not performed because qPCR was performed directly on spleen samples, showing
that in fact the parasite can be present in the spleen and be diagnosed by a highly sensitive

method.

Aleix et al. (2018 )shows a splenic rupture by P. vivax, identified by ultrasound,
electron microscopy and conventional PCR (65). In the present study, a conventional PCR
was not performed because it is a more time-consuming method compared to real time
PCR. We show an optimized methodology in deparaffinization with xylol and ethanol,
and that it is necessary to obtain DNA and that gPCR is possible without previous DNA
purification. There are still few studies focused on methodologies for diagnosing malaria
in the paraffinized spleen, most of which are focused on frozen samples and PCR of
peripheral blood.

The present study was limited by the number of positive controls, no fresh spleen,

we can't have steel preserved in other ways to compare, more samples to help shape.

Conclusion

There was the standardization of the qPCR protocol for detection of Plasmodium
and P. vivax DNA. The contribution of this study was to broaden the understanding of

the influence of prefixation, fixation and post-fixation steps and to reduce the variability
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of the processes involved in each step. As well as contributing to the proper interpretations

of these findings and alternatives to solve or minimize the problem.
Methods
Samples

This study was developed at Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira
Dourado (FMT-HVD) in Manaus, Amazonas. A spleen paraffinized from an individual
known to be positive for Plasmodium vivax infected by thick blood smear and spleen
microscopy was used as control (64). As an inclusion criterion, the block should be in a
viable condition for use, adequate storage, and there should be enough material to carry

out the analyses.

Histological sections and dewaxing.

There were five, six, eight, ten, fifteen, twenty and twenty-five cuts with a
thickness of 10 um and another five and ten cuts with a thickness of 20 um. (71). The
largest axis of the block was placed vertically to the knife edge to hit the block, then the
block was removed from the paraffin to the material, the block was trimmed and cooled
on ice to support the paraffin and moisten the tissue. After the cooling, it was performed,
making the cuts with the aid of the forceps. Where they were added in microtubes

identified as a positive control, dewaxing was later performed (80).

Deparaffinization

For five, ten, fifteen, twenty cuts, only washes with xylol were performed with a
volume of 1 mL each, centrifuged for 5 minutes at 14,000 rpm, then a wash with 1 mL of
absolute alcohol and centrifuged for 5 minutes at 14,000 rpm and discarded the
supernatant, and another wash with 70% alcohol, after which the tissue was left to dry.
Twenty-five samples were washed with 1 ML sections of xylol, centrifuged for 5 minutes
at 14,000 rpm, and then with absolute alcohol, being dried at room temperature. The rest
of the cuts were deparaffinized with two washes of xylol and two of absolute alcohol at



36

each wash, being centrifuged for 5 minutes at 14,000 rpm and discarding the supernatant.
They were dried, and afterwards weighed, as follows: the weight of the scale was zeroed
with a microtube equivalent to that containing the tissue, after doing this, the microtube
with the tissue was added to the scale, the weight of the tissue was given in milligrams
(24).

Selection of samples for testing

Spleen samples from 2015 to 2019 were selected from a reference laboratory
for histopathological examinations to be used as a test. As per selection, for all subjects
of any sex, all samples were all samples were in appropriate time for use, as well as with

enought material and with enough material. Those that didn't fit were discarded
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MVL (Not informed by manufacturer)*

DX (Not informed by manufacturer)*
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Table 1 - Results of the steps of tissue sections, deparaffinization, weight, DNA concentration and gPCR with copy number.

Slices/ Wash Wash Wash  Dry DNA DNA PCR PCR Copy Copy Copy Copy
thickness xylol alcohol alcool  weight (Blood (Tissue Plasmodium Plasmodium number number number P. number P.
absolute 70% (mg) Kit) Kit) sp vivax Plasmodium  Plasmodium vivax vivax
ng/pL ng/pL 1 2 1 2
510 ym  One 1’ One 1’ One 1’ 70 5 8 Negative Negative 0 0 0 0
10/10 ym  One 1’ One 1’ One 1’ 84.8 9 7 Negative Negative 0 0 0 0
15/10 pm  One I’ One I’ One I’ 125 2 15 Negative Negative 0 0 0 0
20/10 pm  One I’ One I’ One I’ 122.3 15 20 Negative Negative 0 0 0 0
25/10 ym  One 1’ One 1’ - 177 47 32 Negative Negative 0 0 0 0
6/10 um Two I’ Two 1’ - 62 61.8 70 Negative Negative 0 0 0 0
8/10um  Two I’ Two 1’ - 41 35 41 Negative Negative 0 0 0 0
520um  Two 1I°  Two I’ - 23 40 32 Negative Negative 0 0 0 0
10/20pm  Two 1>  Two I’ - 40 50 55 Positive Positive 75.01 86.03 89.2 106.06

[73.8-76.4]  [84.2-87.9]  [87.4-91.1] [105.2-108]

DNA concentration obtained per ng/uL (DNA) number of samples selected in qPCR for samples taken with the sample collection kit (copy number
plasmodium 1) number of copies collected in gPCR for use sampled using tissue kit (copy number plasmodium 2) number of samples collected in
gPCR for samples selected using blood kit (copy number p.vivax 1). number of copies collected in g°PCR for samples selected using tissue Kit (copy

number p.vivax ). confidence interval (CI).
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Table 2 - Primers and probes used for amplification of 18S rRNA genes.

Assay Primers Sequence 5’- 3’
For TTAGATTGCTTC CTT CAG TRC CTT ATG
QMAL
Rev TGT TGA GTC AAATTA AGC CGC AA
Probe 6FAM —TCAATT CTTTTAACT TTC TCG CTT GCG CGA
- BHQ1
PvMt_cox1l Fw TTATATCCACCATTAAGTACATCACTT
PvMt_cox1 Rev AACCTTTAGATCTTAGATGCATTACA
Pv Mt

PvMt_cox1_Probe FAM-CCTGTTGCAGTAGATGTTATCATTG-BHQ1

Fonte: (41)(72).
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A L85 G B PVMICOXI

Figure 1- Result da gPCR for gender specific target 18S and specie specific target
PVMTCOXL1. A- Shows the gPCR result for a specific gender. On the X) it is observed amplification
of plasmids Y) of DNA samples extracted with the tissue specific kit W) Samples extracted with the
blood specific kit and in Z) Negative controls. B- Shows the gPCR result for specific species. On the
X) it is observed of DNA samples extracted with the tissue specific kit Amplification of plasmids Y)
Amplification of plasmids W) Samples extracted with the blood specific kit and in Z) Negative

controls.



4. CONCLUSAO

) Houve a padronizacdo de protocolo de gPCR para detec¢do de DNA de Plasmodium e P. vivax.

. Contribuicéo desse estudo foi ampliar a compreenséo da influéncia das etapas de prefixagao, fixagéo
e pbs-fixagdo e a reducdo da variabilidade dos processos envolvidos em cada etapa.

. Bem como contribuir para as devidas interpretacdes sobre esses achados e alternativas para

solucionar ou minimizar o problema.
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Histdrico de revisbes
Nome Assinatura Data Alterac0es realizadas
(DD/ MMM/
AA)
1. OBJETIVO

Determinar os procedimentos a serem seguidos no processo desparafinizacdo de tecidos conduzido no
Instituto de Pesquisa Clinica Carlos Borborema (IPCCB) da Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor
Vieira Dourado (FMT-HVD).

2. CAMPO DE APLICACAO

Pesquisador responsavel, co-pesquisadores, farmacéutico-bioquimico, biomédicos ou qualquer outro

membro da equipe apto e treinado para manejo e processamento de amostras bioldgicas.

3. DEFINICOES

- A parafina tem por finalidade conservar e fornecer maior resisténcia aos tecidos possibilitando

analises futuras.

4. RESPONSABILIDADES

As pessoas responsaveis pela implantacéo e pelo treinamento nos procedimentos presentes deste POP sdo

o0 PI, farmacéuticos-bioquimicos, biomédicos e os demais profissionais por ele designados.
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5. METODO

Desparafinizacdo de tecidos para extracdo de DNA.

6. PRINCIPIO DO METODO

Desparafinizacdo tem como principio remover a parafina do tecido apos a microtomia, utilizando

dois banhos de xilol e dois de alcool absoluto.

7. AMOSTRA
Tipo de amostra: Tecido parafinizado
Volume da amostra: 8 a 15 cortes de tecidos

Estabilidade da amostra: A amostra deve ser processada o mais rapidamente possivel apds a

desparafinizacao.
Amostras inaceitaveis: Amostras com material insuficiente, amostras sem condic¢des de uso.
8. MATERIAIS

a) Pipetas e ponteiras com capacidade para 1000uL

b) Tubos de Falcon

c) Xilol

d) Alcool absoluto

9. REAGENTES

Xilol Remove a Parafina

Alcool absoluto | Remove o Xilol
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Preparacao dos reagentes

Os reagentes ja vém pronto para uso.

Armazenamento e Estabilidade

Quando fechado o alcool deve ser armazenado em temperatura ambiente. Eles sdo estaveis até a data de
validade. Apds abertos devem ser armazenados sob refrigeracdo (2-8°C) sdo estaveis até a data da validade.
O Xilol deve ser armazenado em temperatura ambiente quando fechado e aberto.

Observaces sobre 0s reagentes

Sobre o Xilol evite a ingestdo ou contato com a pele ou mucosas. Em caso de contato com a pele,
lavar a area afetada com grandes quantidades de agua. Em caso de contato com os olhos ou se ingerido,
procurar atendimento médico imediato. Ao descartar esse reagente, descartar com grandes volumes de agua

para evitar a acumulacdo.

10. EQUIPAMENTOS
a) Capela de exaustao

b) Centrifuga

11. CONTROLE DE QUALIDADE

Limpar a Capela com alcool 70% e deixar na UV por 15 minutos, limpar a bancada da sala de extragao para

evitar contaminacao.
12. PROCEDIMENTOS
Inicializacdo dos equipamentos

a) Ligar a capela e exaustor



b) Inicializar a Centrifuga, ajustar a temperatura a 37°C, colocar a 14.000 rpm em 5 minutos

Desparafinizacao

13.

14.

a) Transferir o volume desejavel de xilol e alcool para o tubo Falcon.

b) Adicionar 1 ML de Xilol no tubo de 2 ML contendo a amostra;

c) Centrifugar durante 5 min a 14.000 rpm;

d) Descartar sobrenadante de forma cuidadosa, para que nao se perca material no fundo do tubo;

e) Repetir por 3 vezes 0s passos a, b e c;
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f) Apos a ultima lavagem com Xilol, retirar o sobrenadante com a pipeta utilizando ponteira de

1000pL
g) Adicionar 1 ML de alcool absoluto;

h) Centrifugar durante 5 min a 14.000 rpm;

i) Descartar sobrenadante de forma cuidadosa, para que ndo se perca material no fundo do tubo;

j) Repetir por 3 vezes os passos f, g e h;

k) Deixar a os tubos com tampa aberta em temperatura ambiente para que ocorra a evaporacdo do

alcool.

LIMITACOES DO PROCEDIMENTO

a) Excesso de parafina pode dificultar a realizacdo do procedimento.

b) Se o sobrenadante nédo for removido imediatamente pode voltar a fase solida.

AnNexos

Titulo

Mudancgas ou traducdes realizadas
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Determinar os procedimentos a serem seguidos no processo extracdo de DNA de tecidos

conduzido no Instituto de Pesquisa Clinica Carlos Borborema (IPCCB) da Fundacéo de Medicina Tropical

Dr. Hei

outro membro da equipe apto e treinado para manejo e processamento de amostras bioldgicas.

tor Vieira Dourado (FMT-HVD).

2.CAMPO DE APLICACAO

Pesquisador responsavel, co-pesquisadores, farmacéutico-bioquimico, biomédicos ou qualquer

3.DEFINICOES

- Extracdo de DNA- A partir da extracdo do DNA que é possivel realizar analises que permitem a

deteccdo de doencas, disturbios e anomalias genéticas, além da identificacdo da identificacdo de patdgenos.

POP s&o o PI, farmacéuticos-bioquimicos, biomédicos e os demais profissionais por ele designados.

5.

4 RESPONSABILIDADES

METODO

Extracdo de DNA de tecidos parafinizados

As pessoas responsaveis pela implantagdo e pelo treinamento nos procedimentos presentes deste



DNA de tecidos pode ser obtido tanto para identificacdo de DNA humano quanto de patdgenos.

6. PRINCIPIO DO METODO
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O método de extracdo de DNA é o processo inicial para muitas aplicacfes de biologia molecular, o

7.AMOSTRA

Tipo de amostra: Tecido

Volume da amostra: 8 a 15 cortes

Estabilidade da amostra: Realizar a extragdo somente quando as amostras estiverem secas depois

do processo de desparafinizacéo

Amostras inaceitaveis: Amostras Umidas.

8.MATERIAIS

Pipetas e ponteiras com capacidade para 200 pL e 1000pL

Tubo de microcentrifuga de 1.5mL

Tubo coletor

Tubo filtro

9.REAGENTES

Reagentes Kit QIAamp FAST DNA Tissue Kit
Qiagen

AVE

VXL

DX

PROTEINASE K
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RNAase

MVL

AW1

AW?2

ATE

Reagentes Kit (DNA blood minikit Qiagen)

Proteinase K

Tampédo AL

Etanol

AW1

AW?2

AE

Preparacao dos reagentes

Os reagentes sao diluidos de acordo com as instru¢des do fabricante dos Kits.

Armazenamento e Estabilidade

Para o armazenamento deve ser como indicado em cada frasco dos reagentes.

ObservacGes sobre 0s reagentes

a) . Evite a ingestdo ou contato com a pele ou mucosas. Em caso de contato com a pele, lavar a area

afetada com grandes quantidades de agua. Em caso de contato com os olhos ou se ingerido, procurar

atendimento médico imediato.
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Equipamentos

a) Microcentrifuga

10.CONTROLE DE QUALIDADE

Limpar a bancada da sala de extracdo e microcentrifuga com alccol a 70% para evitar contaminag&o.

11.PROCEDIMENTOS
Kit QlAamp FAST DNA Tissue kit Qiagen

a) Apdbs as amostras estarem secas da desparafinizacdo adiciona-se 200uL de AVE, 40uL de VXL, e
1uL de DX e levar ao votex.

b) Colocar para incubar em banho-maria por 6 a 8 horas

C) Retirar do banho-maria e incubar em thermomixer ou estufa por mais 12 horas.

d) Apbs o periodo de incubacéo adicionar 20uL de Proteinase K e 4L de RNAase e vortexar.

e) Deixar em temperatura ambiente por 72 horas.

f) Apos as 72 horas, adiciona-se 265uL de MVL e vortexar

9) Transferir cuidadosamente o conteldo para o tubo filtro, tampar e centrifugar a 14.000 rpm por 2
minutos. Descartar o filtrado, e transferir o tubo filtro para um novo tubo coletor.

h) Cuidadosamente adicionar 500puL do Tampdo AW1 e centrifugar a 14.000 rpm por 2 minutos.
Colocar o tubo filtro em novo tubo coletor.

i) Cuidadosamente adiciona-se 500uL do tampdo AW2 e centrifugar a 14.000 rpm por 3 minutos.
Descartar o filtrado.

J) Recomendado: Colocar o tubo filtro em um tubo coletor e centrifugar a 14.000 rpm por 2 minutos.
Transferir o tubo filtro para um microtubo de 1.5ml (Eppendorf).

k) Cuidadosamente adiciona-se 25uL do Tampéo ATE e centrifuga por 1 minuto a 14.000 rpm (Repetir
esse passo) para aumentar o rendimento e ter como volume final 50pL.

)} Descartar o tubo filtro, tampar o microtubo (Eppendorf).

m) Armazenar -20°C.

Kit QlAamp DNA blood Minikit Qiagen

a) Adicionar 20 pL de proteinase K sobre a amostra e Vortexar.
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b) Incubar por 6 a 8 horas em banho-Maria.

C) Apbs a incubacdo adicionar 200 pL do Tampédo AL e deixar em temperatura ambiente por 72 horas.
d) Adicionar 200 pL de etanol (95% a 100%) e agitar no vortex imediatamente. Remover as bolhas
por centrifugacéo.

e) Cuidadosamente transferir o contetido do tubo para o tubo filtro, tampar e centrifugar a 14.000 rpm
por 2 minutos. Colocar o tubo filtro em um novo tubo coletor.

f) Cuidadosamente adicionar 500 pL de tampdo AW1 e centrifugar a 14.000 rpm por 2
minutos.colocar o tubo filtro em um novo tubo coletor.

Q) Cuidadosamente adicionar 500 pL de tamp&o AW?2 e centrifugar a 14.000 rpm por 3 minutos.

h) Recomendado: Coloque o tubo filtro em um novo tubo coletor e centrifugue a 14.000 rpm por 2

minutos.
)] Colocar o tubo filtro em um tubo eppendorf e descartar o tubo coletor contendo o filtrado.
)] Cuidadosamente adicionar 25 pL do tamp&o AE e centrifugar por 1 minuto a 14.000 rpm (repetir

esse passo) para obter o volume final de 50 pL e aumentar o rendimento.

k) Descartar o tubo filtro, tampar o eppendorf e armazenar -20.
12.Anexos
Titulo Mudancas ou traducdes realizadas

13.Declaracao

Este documento se refere a versao final deste POP e encontra-se em vigor a partir da data estipulada no

cabecalho.
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Nome Assinatura Data Alterac0es realizadas
(DD/ MMM/
AA)
1. OBJETIVOS

Descrever o procedimento de realizacdo de PCR em tempo real para deteccdo de DNA de plasmodio

(QPCR) em amostra de bago.
2. DefinicOes

PCR: a reacdo em cadeia da polimerase é definida como uma técnica molecular que permite a
amplificacdo de pequenas quantidades de um DNA especifico a partir de um molde do DNA, usando uma
reacdo enzimatica simples, sem um organismo vivo. O limiar de detec¢do da técnica é muito superior ao da

gota espessa (técnica padréo utilizada no diagndstico rotineiro da maléria): cerca de 0,004 parasitos/mL.

PCR Tempo Real (QPCR): Variagdo da técnica de PCR para deteccdo de sinal fluorescente
permitindo a quantificacdo de acidos nucléicos em tempo real, assim como a detec¢do qualitativa de
sequéncias de acidos nucléicos utilizando analises de curvas de dissociacdo ou por meio de sondas

marcadas. N&o requer tratamento pés-PCR para visualizacao do resultado.

Iniciador (primer): uma pequena sequéncia de DNA ou RNA a partir da qual pode comecar a

replicacédo do DNA.
3. ApLICAVEL A
Analise no laboratorio de biologia molecular de amostras relacionadas a pesquisa clinica;

Todos os laboratorios e ou grupos de pesquisa que constituem REDIMA (Rede Amazénica da

Dinamica de Infeccdo Experimental com Malaria).
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4. RESPONSABILIDADES
Equipe do laboratério de biologia molecular envolvida na realizacdo da PCR em tempo real.
5. POP'S RELACIONADOS

Procedimento para extracdo de DNA de Plasmodium spp. a partir da cabeca e/ou térax dos
mosquitos. (versao atual de POP_MAL_LB_004);

Procedimento para o Seguimento dos participantes no estudo “Epidemiologia comparativa da
transmissdo de Plasmodium falciparum e P. vivax no Brasil, Tailandia ¢ Papua Nova Guiné”, nas
comunidades do Brasileirinho e Ipiranga, Manaus/AM (versao atual do POP_MAL_TC_004);

Procedimento para Extracdo de DNA em placa utilizando Favor prep 96-well genomic DNA kit
(FAVORGEN) (versdo atual do POP_MAL_LB _018);

Procedimento para extracdo de DNA de Plasmodium spp. a partir de sangue total, utilizando o
QIAmp DNA kit (Qiagen®) (versédo atual do POP_MAL_LB_003).

6. ProcedIMENTOS

6.1 Recursos necessarios

6.1.1 Amostra

DNA obtido por extracdo de amostras de tecido de bago parafinizado

6.1.2 Materiais

Pipetas automaticas de 10 L, 100 puL e 1000 pL
Ponteiras com filtro para pipetas automaticas
Pipeta multicanal 0,5 — 10 pL

Multipipetador

Ponteiras para multipipetador (0,5 ml)

Tubosde 1,5e 2,0 mL

Microplacas de 0,1mL, com 96 pogos, para sistema de PCR em Tempo Real (MicroAmp Fast
Optical 96-Well Reaction Plate, Applied Biosystems, n° de referéncia: 4346907)
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Adesivo Optico para vedar as microplacas (MicroAmp Optical Adhesive Film, Applied Biosystems,

n° de referéncia 4311971)

6.1.3 Equipamentos

Vortex

Centrifuga

Sistema de PCR em Tempo Real 7500 Fast Applied Biosystems

6.1.4 Reagentes

de iniciadores)

Reagente Fabricante ne Armazenamento
referéncia

TagMan Applied 4369510 2-8°C
GeneExpression MasterMix | Biosystems

TagMan Universal Applied 4304437 2-8°C
PCR Master Mix Biosystems

Sondas (Tagman® Life 4316033 aliquota usada: 2-8°C;
Probe) para P. vivax e P. | Technologies estoque: -20°C
falciparum

Sondas (Tagman® IDT - aliquota usada: 2-8°C,
Probe) para QMAL estoque : -20°C

Iniciadores  (primers) IDT - - aliquota usada: 2-8°C;
da reacdo Integrated DNA estoques (100 uM): -20°C

Technologies
Agua MiliQ - - Temperatura ambiente
Tampdo TE (diluigdo Ambion AM9849 Temperatura ambiente
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Tween 20 (diluicdo de Sigma- P1379 Temperatura ambiente

iniciadores) Aldrich

Iniciadores (5’ — 3’):

Plasmodium spec. (“QMAL”)
QMAL-for: TTAGAT TGC TTCCTT CAG TRC CTT ATG*
QMAL-rev: TGT TGA GTC AAATTA AGC CGC AA

* Oligonucleotideo contendo oscilagdo (R=A/G)

Plasmodium vivax- mitocondrial

PvMt_cox1_Fw: TTA TAT CCACCATTAAGT ACATCACTT

PvMt_cox1_Rv: AAC CTT TAG ATC TTAGAT GCATTACA

Sondas (5> = 3°):

QMAL-probe: 6FAM — TCA ATT CTT TTA ACT TTC TCG CTT GCG CGA - BHQ1
VIVAX-probeMGB: VIC — AGC AAC GCT TCT AGC TTA - MGB - NFQ

FALC-probeMGB: 6FAM — ACG GGT AGT CAT GAT TGA GTT - MGB - NFQ

PvMt_cox1_Probe: 5'FAM-CCTGTTGCAGTAGATGTTATCATTG-3'BHQ1

As diluicBes de iniciadores e das sondas de QMAL sdo preparadas com tampdo TE
(comprado); apés a adi¢do do TE, deixar incubar a solugdo por 5 min, em seguida vortexar e
centrifugar. Preparar aliquotas de estoque (100 uM) e de uso (10 uM). A diluicdo de uso é feito com
agua de injecdo ou melhor com agua para PCR (comprado). Preparar aliquotas de volume menor,

suficiente para uma placa (utilizando agua de injecao).

Plasmideos:
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Os plasmideos contém o fragmento do gene que sera amplificado. Trés diluicBes sdo usadas: 102,
10* e 10° copias/ pL.

As diluicbes de plasmideos sdo preparadas com tampdo TE mais Tween (concentracao final de
Tween 0,01%) com um volume final de plasmideo € de 1 mL. A partir destes dilucbes, devem ser

preparadas aliquotas menores para uso (armazenadas a 2-8°C) e para estoque (armazenadas a -20°C).
6.2 PCR em Tempo Real

Para a deteccdo dos principais parasitos da malaria que infectam humanos, foi padronizada uma
reacdo de PCR em Tempo Real baseada no gene 18S rRNA (1,3,4). Os plasmideos servem como controle
positivo e como padrdo para quantificacdo de DNA das amostras. Usando os plasmideos € possivel

comparar a quantidade de DNA das amostras de varias placas.

6.2.1 Reacdo de PCR em Tempo Real (gPCR)

Mastermix OMAL (para 96 pocos)

Concentracéo 1x 110x
GeneEx Mix 2X 12 pyL 1320 pL
Primer for + 10 pM 2 uL 220 puL
rev
Probe 10 uM 1pL 110 pL
Aqua MiliQ - 1pL 110 pL
Subtotal 16 pL 1760 pL
DNA /plasmidos 8 uL

TOTAL 24 L



Etapa Temp. Tempo Ciclos
(Min)
1 50°C 2:00 1
2 95 °C 10:00 1
3 95°C 0:15 45
58 °C 1:00

Condic¢0es de amplificacdo Mastermix QMAL

Mastermix P. vivax Pv-Mt cox 1 (para 96 pocos)

Final 1x 100x
[]
TagMan Genexpression 1x 12ul 1200 pL
MasterMix (2x)
Primer (fw/rv) (10 pM) 800 nM 1,92 uL 192 pL
Probe (10 uM) 400 nM 0,96 uL 96 uL
Aqua MiliQ - 1,12l 112l
Subtotal 16 pL 1600 pL
DNA 8 uL
Total 24 pL
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Condicdes de amplificacdo- P. vivax Pv-Mt cox 1

Tempo .
Etapa Temp. ) Ciclos
(min)
1 50°C 02:00 1
2 95°C 10:00 1
95°C 00:15
3 45
60°C 01:00

Modo de corrida: Standard 7500

O mastermix é preparado e distribuido na placa na area apropriada (template-free). Antes de
abrir algum tubo, deve-se vortexar e centrifugar. Pipetar na placa o0 DNA gendmico e o DNA do
plasmideo em area apropriada (sala de PCR em Tempo Real, area livre de amplicon). Depois de
adicionar todos os reagentes, vedar a placa sem tocar o adesivo 6tico, centrifugar e limpar a placa e

0 adesivo Optico com cuidado. Nao usar luvas com talco!

Em cada placa, séo pipetados trés controles negativos (mastermix com mQH20 em lugar de

DNA) e trés vezes cada diluicdo de plasmideos padréo.
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Amostras

Controle
Plasmidial

Controle negativo

As analises sdo realizadas pelo software distribuido pelo fabricante — Applied Biosystems
“7500 Fast System SDS Software” (ver “Manual 7500 Fast Real-Time (TransEPI)”).

Os valores de CT dos plasmideos padrédo sdo usados para construir uma curva padrao com que
podem ser determinados os nimeros de cOpias dos genes para cada amostra.

Para validar a sensibilidade de deteccdo dos genes 18S rRNA (género especificos e espécie-
especificos) com plasmideo padrdo, um gPCR é realizado para cada par de iniciadores. As diluicdes
dos plasmideos sdo: 102, 1071, 0,5x10%, 100, 0,5x10%, 10%, 102, 10%,10% 10°, 10° e 107 copias/pL s&o

usadas como template. As dilui¢des 10% — 107 copias/pL so testadas em triplicatas, e diluicdes de 10-
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2 _ 102 copias/pL sdo testadas em quintuplicatas. A ultima diluicdo com trés reagBes positivas é
considerada como limite de deteccéo.

6.3 Restrigdes e limitagdes do procedimento

Como se faz a amplificagdo de DNA, a técnica ndo permite distinguir as diferentes formas
bioldgicas do parasito (trofozoito, esquizonte, merozoito ou gametocito). Existe a possibilidade de
contaminacgdo da reacdo no momento da extracdo do DNA e no momento do preparo da reacdo do

PCR, devido a sensibilidade de amplificacdo da técnica.
6.4 Biosseguranca e descarte de residuos

Todo o procedimento deve se realizar sob condi¢des de biosseguranca (3). Os residuos serao
descartados de acordo com as normas da Geréncia de Malaria: ponteiras usadas para pipetar DNA ou
plasmideos, aliquotas de plasmideos e placas contendo plasmideos devem ser descartadas em
recipiente plastico e posteriormente autoclavadas; restos de reagentes e ponteiras usadas para

reagentes sao desprezadas em Descartech da area apropriada.
6.5 Registro de dados cru e analise de dados

O arquivo gerado pelo sistema de PCR em tempo real e o0 arquivo de Excel exportado deste
arquivo sdo salvos com data do experimento e com referéncia as amostras usadas. O resultado da
PCR sera preenchido pelo responsavel do procedimento em uma planilha especifica, num arquivo
separado.
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