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Farinas MLRN. Deteccdo molecular de Plasmodium em é&reas de maléria
autoctone localizadas em bioma de Mata Atlantica do estado de S&o Paulo
[dissertacdo]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo;
2021.

A maléaria € uma das doengas tropicais mais relevantes no mundo e € um grande
desafio para a ciéncia e para os programas de controle. E uma doenca infecciosa
febril, aguda e de evolucéo rapida, transmitida ao homem através da picada do
mosquito Anopheles infectado por Plasmodium. A maioria dos casos no Brasil
ocorre na Regido Amazénica. Porém na Regido Extra-Amazonica, considerada
como area nao endémica, a doenca tem impacto na vigilancia epidemiologica
devido aos casos importados e a possibilidade de ocorréncia de surtos. Nesta
regido a malaria tem relevancia pela ocorréncia de casos autdctones com baixa
parasitemia e sintomatologia pouco exuberante. O estado de Sao Paulo
historicamente apresenta transmissao de malaria em regifes localizadas em
Bioma de Mata Atlantica. O numero de casos reportado pelos 6rgdos de
vigilancia pode ser subdimensionado, visto que o diagndstico € realizado pelo
teste de referéncia, a gota espessa, cuja sensibilidade varia muito em fungcao da
experiéncia do observador e da parasitemia sanguinea. Por sua alta
sensibilidade, os testes moleculares tém se destacado frente as divergéncias no
diagnéstico microscopico em casos de infeccbes mistas e infeccBes
assintomaticas com baixas parasitemias. O objetivo deste estudo foi aplicar
protocolos de PCR (gPCR e nested PCR) em amostras de sangue de habitantes
onde ocorreram focos de malaria autoctone do estado de Sdo Paulo. Foram
analisadas 955 amostras processadas por gota espessa e PCR. Os resultados
apresentam uma diferenga na positividade entre a microscopia (6,9%) e a gPCR
(22,9%) estatisticamente significante nas amostras de sangue total colhidas em
EDTA. A utilizacdo de protocolos moleculares na populacédo habitante das areas
adjacentes aos casos autoctones permitira a deteccdo de assintomaticos
portando Plasmodium, servindo de fonte para transmissdo de novos casos. Os
resultados contribuem para o aprimoramento das ac¢des de vigilancia e controle
em eventos de autoctonia.

Descritores: Malaria; Reacdo em cadeia da polimerase; Técnicas de
diagnéstico molecular; Plasmodium; Plasmodium vivax; Plasmodium malariae;
Infec¢gBes assintomaticas.



Farinas MLRN. Molecular detection of Plasmodium in autochthonous malaria
areas located in Atlantic Forest biome of the state of Sao Paulo [dissertation].
Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2021.

Malaria is one of the most relevant tropical diseases in the world and is a major
challenge for science and control programs. It is a febrile, acute infectious
disease and can lead to severe cases. It is transmitted to humans through the
bite of the Plasmodium infected Anopheles mosquito. Most cases in Brazil occur
in the Amazon Region. However, in the Extra-Amazon Region, considered as a
non-endemic area, the disease has an impact on epidemiological surveillance
due to imported cases and the possibility of outbreaks. In this region, malaria is
relevant due to the occurrence of autochthonous cases with low parasitemia and
mild symptoms. The State of Sao Paulo has historically presented malaria
transmission in regions located in the Atlantic Forest biome. The number of cases
reported by the surveillance agencies can be underreported, since the diagnosis
is based on the reference test, the thick blood smear, whose sensitivity varies
significantly depending on the examiner's experience and blood parasitemia.
Molecular tests have high sensitivity and are useful for confirming the microscopic
diagnosis by detecting mixed infections and asymptomatic individuals with low
parasitemias. The aim of this study was to use PCR (qPCR and nested PCR)
protocols in blood samples from inhabitants from autochthonous malaria areas in
the State of Sao Paulo. We processed 955 samples by thick blood smear and
gPCR. Results point to a difference statistically significant in positivity between
microscopy (6.9%) and gPCR (22.9%) in the whole blood samples collected in
EDTA. The use of molecular protocols in the population living in areas adjacent
to autochthonous cases will allow the detection of asymptomatic patients with
Plasmodium, that act as a source for the transmission of new cases. The results
will contribute to the improvement of surveillance and control activities in malaria
outbreaks.

Descriptors: Malaria; Polimerase chain reaction; Molecular diagnostic
techniques; Plasmodium; Plasmodium vivax; Plasmodium malariae;
Asymptomatic infections.



1 INTRODUGAO

1.1 Aspectos gerais

A malaria € umas das doencas mais antigas e sua historia se confunde
com a histéria da evolucdo humana, havendo relatos de que na Antiguidade a
malaria estaria associada a morte de primatas que deram origem ao Homo
sapiens (Franca et al., 2008).

Acredita-se que a Africa seja a civilizagdo precursora da doenca, porém
ha documentos histéricos que associam a malaria a outros grupos étnicos, como
os das primeiras civiliza¢cdes da China, Egito, Grécia, india e Mesopotamia (Cox,
2010).

Os estudos de Charles Louis Alphonse Laveran (Figura 1 A) levaram a
descoberta do Plasmodium em 1880. A participacédo de vetores na transmissao
foi proposta por Ronald Ross (Figura 1 B) em 1897, que identificou o parasito se
desenvolvendo na parede do estdbmago de um mosquito do género Anopheles.
O ciclo completo da maléria humana foi descrito por Giovanni Battista Grassi,
Amico Bignami, Giuseppe Bastianelli, Angelo Celli, Camillo Golgi e Ettore
Marchiafava entre 1898 e 1900 (Matos, 2000; Mascarini, 2003; Cox, 2010).

A

Figura 1 - A. Charles Louis Alphonse Laveran, responsavel pela descoberta do
Plasmodium em 1880; B. Ronald Ross, responsavel pela descoberta da
participacdo de vetores na transmissao da malaria.

FONTE: A. http://iftm-hp.org/gallery_2.html
B. https://sites.google.com/site/scousesciencealliance/scientist-of-the-month/ross



1.2 Definigao

A malaria € uma doenca infecciosa febril, aguda e de evolucdo rapida,
transmitida ao homem pela picada de fémeas do mosquito Anopheles infectadas
por protozodrios do género Plasmodium, que pertencem a familia Plasmodiidae,
filo Apicomplexa. O ciclo biol6gico se alterna entre um hospedeiro invertebrado
e um vertebrado (Moraes et al., 2013; Batista-dos-Santos et al., 2018).

1.3 Agente Etioldgico

As espécies de Plasmodium que podem parasitar o homem séo cinco:
Plasmodium falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale e P. knowlesi (Segurado
e Di Santi, 2017). P. falciparum, a espécie mais prevalente no continente africano
(WHO, 2020), pode causar quadros graves se o0 diagndstico e tratamento ndo
forem realizados rapidamente. Alguns aspectos de sua biologia sao
responsaveis por este desfecho, como a preferéncia por hemécias jovens e
maduras, atingindo assim altas parasitemias em curto espaco de tempo. Além
disso, apresenta um fenbmeno denominado cito aderéncia ou sequestramento,
onde o parasito desenvolve seu ciclo assexuado sanguineo aderido a parede
dos vasos de oOrgdos internos, comprometendo o fluxo sanguineo na
microcirculacdo. Quanto a morfologia, os trofozoitos possuem nucleo saliente
com citoplasma delicado e granulacdes de Maurer de dificil visualizacdo ao
microscopio Optico. Esquizontes sdo encontrados na corrente circulatoria
somente em infecgbes graves. Gametocitos sédo observados mais tardiamente
ou apos tratamento das formas assexuadas (Segurado e Di Santi, 2017).

P. vivax € a espécie mais disseminada no mundo e predominante nas
Américas (WHO, 2020). A preferéncia por invadir reticuldcitos aliada a rapida
resposta imune justificam as parasitemias baixas, raramente levando a casos
graves. Morfologicamente todas as formas do ciclo assexuado e sexuado
sanguineo podem ser observadas na corrente circulatdria. Episédios de recaida
podem ocorrer devido aos hipnozoitos, formas dormentes no figado que se
reativam semanas ou meses apos o tratamento (Olliaro et al., 2016). Embora
classicamente a infeccdo das hemacias seja ligada a individuos com genétipo
sanguineo Duffy positivo, Olliaro e colaboradores (2016) mostraram que P. vivax

pode infectar individuos Duffy negativos, em estudos conduzidos em



Madagascar, Quénia e Brasil.

P. ovale é descrito no continente africano e algumas regides do continente
asiatico (Collins e Jeffery, 2005). Possui semelhancas com P. vivax como o
carater benigno, a morfologia e a capacidade de apresentar hipnozoitos,
(Chavatte et al., 2015).

P. malariae tem ampla distribuicho em areas tropicais e subtropicais
(Grande et al., 2019). Os merozoitos de P. malariae tem predilecédo por hemacias
senescentes, causando quadros clinicos leves. Todas as formas assexuadas e
sexuadas do ciclo sanguineo podem ser visualizadas na corrente circulatoria
periférica (Segurado e Di Santi, 2017).

P. knowlesi, que acreditava-se infectar apenas primatas ndo humanos,
foi descrito mais recentemente em humanos, com relatos de casos
principalmente em paises do Sudeste Asiatico. Assim como o P. falciparum, o P.
knowlesi é responséavel pelos quadros mais graves e fatais de maléria, devido a
capacidade de atingir altas parasitemias pouco tempo apds o inicio dos sintomas
(Kantele e Jokiranta, 2011).

Alguns estudos sugerem que outra espécie de Plasmodium pode infectar
o homem. P. simium, descrito em primatas, tem semelhanca morfolégica e
genética com P. vivax. Descrito em humanos em 1966 por Deane e
colaboradores com base na morfologia, foi detectado em humanos em foco de
malaria autoctone em regido de Mata Atlantica no Rio de Janeiro. Neste estudo
a distincdo entre P. simium e P. vivax foi proposta com base em dois
polimorfismos (single nucleotide polymorphisms - SNPs) no genoma mitocondrial
(Brasil et al., 2017). A semelhanga genética entre P. vivax e P. simium e entre P.
malariae e P. brasilianum reforca a possibilidade de uma zoonose, com simios
atuando como reservatorios na transmissdo do ciclo envolvendo humanos. No
entanto, apesar da baixa frequéncia dos casos, € importante determinar se a
malaria em areas de baixa endemicidade poderia ser mantida por portadores
humanos assintomaticos (Alencar et al, 2017).

No Sudeste do Brasil ha notificacdo importante de casos autéctones,
predominantemente em areas de Mata Atlantica. Em sua maioria sao
diagnosticados como P. vivax e 0s casos sintomaticos sao observados em

visitantes dessas areas muito mais que em residentes. Estas areas sao



abundantes em bromélias, habitat natural para oviposicdo de fémeas do
subgénero Kerteszia, especialmente Anopheles (Kerteszia) cruzii e Anopheles
(Kerteszia) bellator, principais vetores da denominada “malaria das bromélias”.
Estes mosquitos podem picar primatas ndo humanos e humanos corroborando
a hipdtese de transmissdo zoonotica nessas areas, onde primatas ndo-humanos
podem atuar como reservatorios de Plasmodium capazes de infectar humanos
(Alvarenga et al, 2018).

No Brasil sao descritos P. falciparum (Figura 2A), P. vivax (Figura 2B) e
P. malariae (Figura 2C) (Di Santi e Boulos, 1999).

Figura 2 - Plasmodium em esfregacos sanguineos visualizados ao microscépio
Optico com objetiva de imersdo. A: P. falciparum; B: P. vivax; C: P. malariae.
FONTE:http://www.icb.usp.br/~livropar/img/capitulo2/8.html;http://www.icb.usp.br/~livropar/img/
capitulo2/47.jpg;http://www.icb.usp.br/~livropar/img/capitulo2/42.jpg

1.4 Transmissao

A forma natural de transmisséo da malaria é através do repasto sanguineo
da fémea de Anopheles infectada. Anopheles darlingi (Figura 3 A) é o vetor
primério na América do Sul. No Brasil € o principal vetor de P. falciparum e P.
vivax na Regido Amazénica (Laporta et al., 2015). Na Regido Extra-amazoénica
o0 sub-género Kerteszia (Figura 3 B) estad diretamente ligado aos casos de
malaria, principalmente em regifes cobertas por Mata Atlantica (Sallum et al.,
2008).

A maléaria também pode ser transmitida atraves de transfuséo sanguinea,
transplante de 6rgéos, compartilhamento de seringas entre usuarios de drogas
injetaveis ou por via congénita. Estas séo consideradas formas de transmisséo

induzida ou acidental da doenca (Brasil, 2009).
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Figura 3 - Fémea do mosquito Anopheles durante repasto sanguineo. A: An.
darlingi; B: An. (K) cruzii.
FONTE: http://www.icb.usp.br/~marcelcp/Imagens/f-zzz18.jpg, Pina-Costa et al, 2014.

1.5 Ciclo Evolutivo

O ciclo biolégico do Plasmodium é dividido em fase assexuada no
hospedeiro vertebrado (homem) e sexuada no vetor. Inicia-se com a picada da
fémea infectada, que inocula esporozoitos presentes em suas glandulas
salivares. Estes rapidamente ganham a corrente sanguinea e alcancam o0s
hepatdcitos, onde sofrem sua primeira fase de reproducéo assexuada originando
milhares de merozoitos, processo chamado de esquizogonia hepética ou
exoeritrocitica. Os merozoitos formam vesiculas chamadas merossomos, que ao
se romperem liberam os parasitos em sua nova forma para a corrente sanguinea,
gue invadem eritrgcitos, sendo entdo denominados trofozoitos (Prudéncio et al.,
2006; Cox, 2010). Estes evoluem para esquizontes, que liberam novos
merozoitos. A duracdo desta fase reprodutiva eritrocitaria varia de acordo com a
espécie do parasito. Quando os eritrocitos infectados se rompem liberando
merozoitos para a corrente sanguinea, ocorrem as manifestacdes clinicas da
malaria, como o0s picos febris e calafrios. Nem sempre estes ciclos sdo
sincrénicos, 0 que pode acarretar febre diaria. A maior parte desses trofozoitos
d& continuidade ao ciclo formando novos esquizontes. No entanto, a outra parte
se diferencia em forma sexuada feminina (macrogametocitos) e masculina
(microgametocitos), que séo ingeridos pela fémea do mosquito Anopheles
durante o repasto. Ja dentro do intestino da fémea do mosquito, os gametocitos
passam por divisdo celular onde cada um produz oito novos microgametas
flagelados, que através de um processo de fertilizacdo com os macrogametas
formam os oocinetos. Estes atravessam a parede do intestino do mosquito dando

origem aos oocistos, que em pouco tempo eclodem liberando esporozoitos.



Estes migram para as glandulas salivares, prontos para serem inoculados em

um novo hospedeiro vertebrado através da picada, dando continuidade ao ciclo

biolégico do Plasmodium e a transmissdo e dissemina¢do da malaria, como

apresentado na Figura 4 (Franca et al., 2008).
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Figura 4 - Ciclo de vida do Plasmodium no hospedeiro humano e no vetor.

FONTE: Garrido-Cardenas et al, 2019

As manifestacdes clinicas classicas da malaria sédo febre alta, calafrios,

sudorese e cefaleia e tem relacdo direta com o ciclo evolutivo e caracteristicas

bioldgicas de cada espécie. Em quadros de malaria grave podem surgir cefaleia

forte, hipertermia, vdmitos, sonoléncia e convulsdes, insuficiéncia renal aguda,

edema pulmonar agudo, hipoglicemia, disfuncdo hepética, hemoglobindria e

choque, podendo evoluir para o obito (Lima, 2011). A febre ocorre quando ha o

rompimento de esquizontes, com consequente liberacdo de merozoitos e

pirdgenos endogenos na circulacdo sistémica (Segurado e Di Santi, 2017). P.

falciparum é caracterizado por um ciclo febril que se repete a cada 36-48 horas;




P. vivax possui um ciclo febril a cada 48 horas, assim como P. ovale; P. malariae
promove eventos de febre a cada 72 horas e P. knowlesi produz febre diaria, em
funcdo de seu ciclo esquizogbnico rapido de 24 horas. Esta caracteristica tem
como consequéncia o0 rapido agravamento e alta letalidade em infeccbes
causadas por P. knowlesi (Collins e Jeffery, 2005; Kantele e Jokiranta, 2011;
Schalkwyk et al., 2017).

1.6 Epidemiologia da Malaria no Mundo

De acordo com o World Malaria Report 2020, 229 milhdes de casos de
maléria ocorreram no mundo em 2019 em 87 paises endémicos. Em 2015, havia
218 milhdes de casos estimados de malaria e a proporgao de casos devido a P.
vivax reduziu de cerca de 7% em 2000 para 3% em 2019. A Regido Africana
concentrou 94% dos casos de malaria, seguida pela Regido Sudeste da Asia,
com 3% dos casos e a Regido do Mediterraneo Oriental com 2%. P. falciparum
€ 0 mais prevalente na Regido Africana responsavel por 99,7% dos casos, bem
como nas regides do Sudeste Asiatico (62,8%), Mediterraneo Oriental (69%) e
Pacifico Ocidental (71,9%). P. vivax é predominante na Regido das Américas,
representando 74,1% casos de maléria. Com relacdo a letalidade, em 2019
foram estimados 409.000 6bitos mundialmente (WHO, 2020). Apesar dos
avancos obtidos, o nimero de casos e 6bitos esté estabilizado, exigindo novos
esforcos para a diminuicdo da carga da malaria em nivel mundial. A situacéo

epidemiologica da maléria é apresentada nas Figuras 5 e 6.
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Figura 6 — Porcentagem de casos (a) e Obitos (b) evitados nas regides da
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Asiético, EMR: regido do Mediterraneo Oriental, WPR: regido do Pacifico

Ocidental, AMR: regido das Américas.
FONTE: WHO. World Malaria Report, 2020

1.6.1 Malaria nas Américas

Nas Américas, cerca de 138 milhdes de pessoas estdo em areas de risco
para malaria em 19 paises, com quase 80% dos casos atribuidos a P. vivax.
Brasil, Coldmbia e Republica Bolivariana da Venezuela sdo responsaveis por
80% dos casos (Brasil, 2020). Segundo o World Malaria Report (WHO, 2020)
houve uma reducédo de 40% no numero de casos de malaria na regido das

Américas (de 1,5 milhdes para 0,9 milhdes) e de 57% na incidéncia de casos.



10

Porém, o progresso observado na regido nos ultimos anos foi prejudicado pelo
grande aumento no numero de casos de malaria na Venezuela, que saltou de
35.500 casos em 2000, para mais de 467.000 em 2019. De 2019 para 2020
houve reducéo no total de casos no Brasil, Colombia, Guiana, Peru, Equador,
Guatemala e México. Porém, Haiti, Nicaragua, Panam4, Republica Dominicana,
Honduras, Costa Rica e Suriname reportaram aumento no nimero de casos.
Paraguai e Argentina receberam certificados de paises livres de malaria pela
Organizacédo Pan-Americana da Saude e OMS (PAHO/WHO, 2020).

Quanto as mortes, as Américas tiveram uma reducédo de 39% no numero
de casos (de 909 para 551) e na taxa de mortalidade de 50% (de 0,8 para 0,4).
Mais de 70% das mortes por malaria em 2019 nesta regido ocorreram na
Venezuela (WHO, 2020).
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Figura 7- Situacdo da malaria nas Américas, de acordo com o indice Parasitario

Anual (IPA), 2017.

FONTE:https://www3.paho.org/hg/index.php?option=com_docman&view=download&category
slug=datos-estadisticos-mapas-8110&alias=48336-situation-of-malaria-in-the-region-of-the-
americas-2017-1&ltemid=270&lang=es
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1.6.2 Malaria no Brasil

1.6.2.1 Malaria na Regiao Amazénica

A Amazonia Legal abrange 13,4% da populacéo total do pais e 59% do
territdrio nacional com nove estados, quais sejam, Para, Maranhéo, Acre, Mato
Grosso, Roraima, Amazonas, Rondbdnia, Amapéa e Tocantins (Pina-Costa et al,
2014). No Brasil, 99% dos casos de malaria se concentram na Regido
Amazobnica. Em 2019 o Brasil notificou 157.454 casos de malaria (Figura 8),
19,1% a menos que no ano anterior. P. vivax foi responsavel por 89,3% dos
casos, enquanto P. falciparum e infec¢cdes mistas participaram com 10,7%
(Brasil, 2020). P. malariae € uma espécie subnotificada devido a semelhanca

morfolégica com P. vivax.
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smal, Sivep-Malaria ¢ Sinan/SVS/MS. Data de atualizacao: 4 de agosto de 2020. Excluidos resultados negativos, nulos @ as laminas de verficacao de cura (IVC

Figura 8 - Série histérica de casos de malaria notificados no Brasil, 1959 a 2019.
FONTE: Ministério da Salde. Secretaria de Vigilancia em Saulde Boletim Epidemiolégico.
Ndmero Especial, nov. 2020.

1.6.2.2 Malaria na Regiao Extra-amazdnica
Segundo Pina-Costa e colaboradores (2014), os estados que formam a
Regido Extra-amazonica sédo 18: Alagoas, Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco,

Piaui, Rio Grande do Norte, Sergipe, Distrito Federal, Goias, Mato Grosso do
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Sul, Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Santa
Catarina, Parana e Sao Paulo e partes do Maranhdo, Mato Grosso e Tocantins.

O processo de transmisséo sofre influéncia do deslocamento de pessoas
para regiées endémicas, que podem se infectar e causar surtos da doenca ao
regressarem para seus locais de origem. Isso é fator de alerta para a vigilancia
epidemiologica, pois esse transito contribui para o avanco da doenga em areas
nao endémicas. Segundo dados do Ministério da Saude, o niumero de casos
detectados na Regido Extra-amazonica apresentou uma tendéncia de queda a
partir de 2018, com uma diminuicado de 27% em 2019 (Brasil, 2021). Em 2020
houve uma reducédo de 44% no numero de casos notificados na Regido Extra-
amazobnica (Figura 9), tendo como provavel causa a pandemia de COVID-19,
gue restringiu os deslocamentos. Nesta regido 0os casos autdéctones ocorrem em
sua maioria em Bioma de Mata Atlantica, que se estende pela costa brasileira do
RN ao RS, ocupando 17 estados. Da area original, de 1.300.000 km?, restaram
somente 7- 8% deste total. Nesta regido vivem 62% dos habitantes da populacéo
brasileira. As temperaturas altas, clima imido, com média anual de chuva de 900
mm e a presenca de bromélias, fazem deste ecossistema um local ideal para a
proliferacdo do Anopheles. Somam-se a essas caracteristicas, as macicas
alteracbes humanas no meio ambiente, que provocam alteracdes na dinamica
populacional desses mosquitos, trazendo inUmeras consequéncias negativas
para as populacdes adjacentes a essas areas. O deslocamento de vetores entre
as populacdes contribui para disseminacdo de casos de malaria, ampliando a
disponibilidade de individuos que atuam como reservatoérios (Pina-Costa et al.,

2014). O estado de Sao Paulo tem 5.431.220 hectares remanescentes.



Figura 9 - Casos confirmados de malaria notificados na regido Extra-amazonica,
2018 a 2020. A: numero de casos notificados; B: percentual de queda nonumero

de casos ente 2018 e 2019 (azul) e entre 2019 e 2020 (verde).
FONTE: Brasil, 2021

As unidades federativas que mais notificaram casos autéctones de 2018
a 2020 foram ES (148 casos), BA (77 casos) e SP (36 casos), segundo dados
do Ministério da Saude apresentados na Figura 10 (Brasil, 2021).
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Figura 10 - Proporcdo e numero de casos autdctones de malaria da Regido

Extra-amazonica por UF de infecg&o, 2018 a 2020.
FONTE: Brasil, 2021

De acordo com o Programa de Qualificagéo das Acgdes de Vigilancia em
Saude (PQA-VS) que visa ao aperfeicoamento do Sistema Unico de Salde
(SUS), o indicador da maléaria adotado é a propor¢cdo de casos que iniciaram
tratamento adequado até 48 horas a contar do inicio dos sintomas para 0s casos
autoctones, e até 96 horas para os casos importados. Em 2019, 63,2% dos casos
notificados no Brasil receberam tratamento em tempo oportuno a contar do inicio
dos sintomas. A maioria dos estados da Regido Amazbnica apresenta mediana
de oportunidade de tratamento em até dois dias apds o inicio dos sintomas,
enquanto para Regido Extra-amazo6nica a mediana é de seis dias (Brasil, 2020).
A justificativa para esta diferenca € que na Regido Extra-amazonica a suspeita
é dificultada pela auséncia de transmissao local ou pela ocorréncia de casos
esporadicos de malaria. Essa dificuldade na suspeicao de casos importados da
doenca, geralmente sintomaticos, é agravada com relacdo a suspeita de casos
autoctones, que se caracterizam por exibir baixa parasitemia e sintomatologia
pouco exuberante (Couto et al., 2010). Portanto, o nimero de casos autoctones
pode ser maior, visto que o teste de referéncia para malaria, a gota espessa, tem

1t
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sensibilidade variavel em funcéo da experiéncia do observador e da parasitemia
sanguinea.
1.7 Resposta imune

Individuos vivendo em areas endémicas podem desenvolver imunidade a
malaria mediada por anticorpos contra as formas graves da doenca, apos
frequentes exposicdo ao Plasmodium (Cohen et al.,, 1961). Entretanto, a
imunidade adquirida ndo é suficiente para impedir a infeccdo, levando a
ocorréncia de casos assintoméaticos (Gupta et al., 1999).

A resposta imune humoral se inicia com a apresentacdo do antigeno as
células B, com consequente sinalizacdo para a interacdo com células T helper
CD4+ (Garside et al., 1998). Com a inoculacdo dos esporozoitos, ha producéo
de anticorpos na tentativa de imobilizar o parasito no local da inoculacdo ou
impedir seu deslocamento para a circulagéo (Flores-Garcia et al., 2018). Nessa
fase, a ativacdo da imunidade envolve mastocitos, neutrofilos, células natural
killer e células gama-delta, sem resposta inflamatéria local (Segurado e Di Santi,
2017). Apos a infecgao dos hepatdcitos pelos esporozoitos, os parasitos da fase
hepética podem ser eliminados mediante resposta imune celular (Cockburn e
Seder, 2018). Com a finalizac&do do ciclo pré eritrocitico e com a invasédo das
hemacias, os anticorpos tém importante papel, agindo nos merozoitos e nas
hemécias infectadas, na tentativa de impedir a infec¢cdo de novas células por
neutralizacéo (Akter et al., 2019), fagocitose (Kana et al., 2019) ou destruicdo
mediada por complemento (Boyle et al., 2015). Esta imunidade é mediada em
grande parte por anticorpos contra antigenos do Plasmodium na superficie da
hemacia infectada, facilitando a adeséo e evitando o clareamento via bago (Chan
et al., 2012).

No ciclo sanguineo ocorre intensa ativacdo celular, resultando em um
processo inflamatério sistémico decorrente da liberagdo de citocinas. Com a
ruptura das hemacias infectadas ocorre liberacdo de citocinas pro inflamatorias
e quimiocinas (IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12, fator de necrose tumoral alfa a e vy,
responsaveis pela sindrome febril propria do acesso malarico). A producao de
IFN-y e de TNF-a favorece a produgdo de oxido nitrico e de outros radicais
toxicos para o parasito. Essa resposta depende da interagcdo (PAMP/PRP) de

diversos padrdes moleculares associados ao patogeno (PAMP) e seus
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respectivos receptores de reconhecimento de padrées (PRP), como por
exemplo, ancoras de glicofosfatidilinositol/receptores toll-like-1 e toll-like-2,
hemozoina/sensores intracitoplasmaticos do inflamassoma (NLRP3 e AIM2),
DNA parasitario ligado a hemozoina/receptores toll-like-9, RNA
parasitario/receptores toll-like-7. A resposta imune nas diferentes fases do ciclo
de Plasmodium € apresentada na Figura 11. A diversidade genética em
Plasmodium impede que o hospedeiro desenvolva imunidade duradoura. Além
disso, a ativacao policlonal de células B leva a producéo de autoanticorpos que
acarretam a anemia, plaquetopenia e glomerulonefrite por deposicdo de
imunocomplexos em alguns casos de infeccdo por P. malariae. Alguns
mecanismos de evasdo do parasito estdo envolvidos na resposta imune, como
o polimorfismo da proteina PfEMP-1, secretada para a superficie de glébulos
vermelhos parasitados por P. falciparum e o fenbmeno de sequestramento de
hemacias parasitadas nos sinusdides, por meio da citoaderéncia, diminuindo a
passagem pelo baco e a fagocitose (Segurado e Di Santi, 2017).

E interessante notar que a imunidade & malaria é adquirida mais
rapidamente em &reas de baixa transmissdo, ndo sendo, portanto, somente o
ndamero de infec¢Bes responsavel pelo desenvolvimento da resposta imune
(Rolfes et al., 2012)
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Figura 11 - Mecanismos imunolégicos de protecdo. Com a inoculacdo de
esporozoitos pelo mosquito inicia-se uma resposta humoral, com anticorpos
principalmente contra a proteina de superficie do esporozoito (CSP), na tentativa
de impedir que cheguem ao figado. Apés a invasao dos hepatdcitos os parasitos
podem ser eliminados por mecanismos imunolégicos mediados por células. Na
fase sanguinea, a resposta imune envolve a eliminagdo dos parasitos na
passagem pelo baco e a resposta via anticorpos contra proteinas envolvidas na

invasdo das heméacias pelos merozoitos.
FONTE: Cockburn e Seder, 2018

1.8 Infecgao Assintomatica por Plasmodium
As infecgcbes assintométicas por Plasmodium representam um grande

desafio ao controle da malaria em todo o mundo, pois sao reservatorios naturais
silenciosos. Por ndo terem qualquer sintoma, estes individuos ndo buscam

atendimento meédico, influenciando a cadeia de transmissdo da doenca
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(Mendoncga e Barral-Netto, 2015). Infec¢Bes assintomaticas sdo descritas em
todas as &reas com transmissdo de maléria, com todas as espécies de
Plasmodium (Coura et al., 2006; Wang et al.,, 2014; Golassa et al., 2015;
Waltmann et al., 2015). A imunidade adquirida apos repetidas infec¢des leva ao
controle da densidade parasitaria, portanto adultos sdo mais propensos a
desenvolver infec¢des submicroscopicas (Okell et al., 2012). Embora individuos
altamente expostos apresentem alto percentual de infec¢cdes assintomaticas
guando comparados aos residentes em areas de baixa exposicao, este padréo
ndo € repetido em nivel mundial (Mosha et al., 2013). Em uma perspectiva
mundial, em areas de alta transmisséo, com prevaléncia de parasitos detectados
por microscopia seja = 75%, a proporc¢ao de infecgdes assintomaticas € de cerca
de 20%. Por outro lado, em areas de baixa prevaléncia por microscopia (< 10%),
a proporc¢ao de infec¢des assintomaticas pode atingir 80% da populacao (Okell
et al., 2012). E possivel que a densidade parasitaria em areas de baixa
transmissao seja afetada por diferentes fatores em nivel local e mundial, além
da influéncia da exposicao atual e pregressa e 0 sucesso dos programas de
controle baseados na prevaléncia por microscopia. Neste cenario, a imunidade
residual da populacdo favorece a manutencdo da transmissdo em niveis
submicroscoépicos (Satoguina et al., 2009), porém este fenbmeno pode ser
influenciado pela exposicdo dos individuos em eventos de autoctonia, com
rapido aumento da resposta imune (Bejon et al., 2010) ou por um mecanismo
imune efetivo que controla a densidade parasitaria em é&reas de baixa
transmissao (Franks et al., 2001). Embora no Brasil 99% dos casos ocorram na
Amazobnia Legal, ha casos autdéctones em area de baixa transmissao da Regido
Extra-amazo6nica, incluindo assintomaticos com parasitemia submicroscépicas
(Hristov et al., 2014; Pina-Costa et al.,, 2014). A ocorréncia de infeccOes
assintomaticas tem impacto nos programas de controle e eliminacdo da malaria,
bem como oferece riscos a seguranca transfusional, com relatos de infec¢des a
partir de doadores assintomaticos, albergando principalmente P. malariae
(Scuracchio et al., 2011; Lima et al., 2018).
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1.9 Diagnéstico
1.9.1 Gota Espessa

No Brasil, a técnica da gota espessa é o teste gold standard para o
diagnostico da malaria devido a sua simplicidade na confecgéo, baixo custo e
acessibilidade. O teste consiste numa maior concentra¢do de sangue periférico
na lamina e posterior desemoglobinizagéo e pré-coloracdo com azul de metileno
fosfatado (para lise dos eritrécitos), seguido de coloragcdo com Giemsa. Essa
técnica apresenta uma sensibilidade 20 vezes maior que o esfregago sanguineo
comum. A gota espessa permite a visualizacdo do parasito, 0 estagio de
desenvolvimento, a identificacdo e a quantificacdo do Plasmodium. A
parasitemia pode ser apresentada em cruzes ou em numero de parasitos/L,
conforme apresentado na Figura 12. Em contrapartida, apresenta algumas
desvantagens. Neste método ndo ha fixacdo do material e ocorre lise dos
eritrocitos durante o processo de coloracdo. Desta forma, a morfologia dos
parasitos ndo € bem preservada, pois todo o processo deixa-os livres e passiveis
de degradacdo. Essa caracteristica exige que 0 microscopista tenha
consideravel nivel de treinamento para avaliacdo e liberacdo seguras do
diagnéstico. (Moraes et al., 2013).

Na microscopia a sensibilidade pode variar de 50 a 500 parasitos/uL, mas
numa realidade de campo a média seria de 100 parasitos/pL (Milne et al., 1994;
Moody, 2002; Oliveira, 2009).

100

Figura 12 - Padrdo semiquantitivo de parasitemia em cruzes em diagnostico de
malaria por gota espessa, em 100 campos microscopicos (A) e formula para

diagnéstico quantitativo de parasitemia sanguinea adotados no Brasil (B).
FONTE: Ministério da Saude/SVS. Manual de Diagnostico Laboratorial da Malaria, 2009
Foto: Maria de Lourdes R N Farinas
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1.9.2 Testes Rapidos

Segundo Di Santi e Boulos (1999), em locais onde a estrutura laboratorial
e de recursos humanos é precaria o teste da gota espessa com pesquisa
microscopica dos parasitos se torna, muitas vezes, inviavel. Assim, utilizam-se
0s testes rapidos, que dispensam equipamentos e pessoal altamente
capacitado.

Os testes rapidos descritos no Quadro 1, detectam os antigenos dos
parasitos da malaria que sédo liberados no rompimento eritrocitario: histidine rich
protein Il (HRPII), lactato desidrogenase (pLDH) e aldolase (Moraes et al., 2013).
O teste de captura de PfHRP-II é especifico para diagnéstico de P. falciparum,
proteina presente nos estagios eritrocitarios deste parasito. A pLDH detecta
todas as formas de Plasmodium por possuir isoformas para cada espécie do
parasito. A aldolase (antigeno pan-malarico) é comum a todas as espécies do
parasito (Chiodini, 2014; Di Santi et al., 2004).

Plasmodium HRP- Il  pLDH-Pf  pLDH-Pan pLDH-Pvmo pLDH-Pv  Aldolase
P. falciparum X X X X
P. vivax X X X X
P. malariae X X X
P. ovale X X X

Quadro 1 - Biomarcadores utilizados nos testes rapidos para diagnostico de

maléria.
FONTE: Moraes et al, 2013 (Adaptado do World Malaria Report, 2011)

Os testes rapidos podem apresentar algumas desvantagens: ndo séo
muito sensiveis em baixas parasitemias, ndo sdo quantitativos e ndo podem
diferenciar as formas sexuadas das assexuadas; podem acusar falso-positivos
por detectarem antigenos circulantes apds a cura, resultar em falso-negativos
em parasitemias muito altas em funcéo da intensa concentracdao de antigenos,
fenbmeno denominado prozona e sofrer influéncia de altas temperaturas,
diminuindo a sensibilidade (Moraes et al., 2013); ainda, ha falhas no diagnostico
por PfHRP-II devido a delecdes encontradas nos genes pfHRP-II e pfHRP-III.
Gamboa e colaboradores (2010) reportaram no Peru 41% de amostras com
delecdo no gene pfHRP-Il e 70% no gene pfHRP-IIl. Outros estudos tém
reportado dele¢bes nos dois genes na América do Sul (Akinyi et al., 2015),
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Ameérica Central (Fontecha et al., 2018), Asia (Bharti et al., 2016) e Africa (Wurtz
et al., 2013). Além disso, pode ocorrer reagdo cruzada com o fator reumatoide,
uma vez que autoanticorpos de pacientes com doencas reumaticas se ligam de
forma inespecifica aos anticorpos da fita de nitrocelulose do teste. Assim, deve-
se levar em consideracdo as vantagens e desvantagens dos testes rapidos e
avaliar as situac6es de seu uso de maneira a ndo comprometer o diagnostico da

malaria (Moraes et al., 2013).

1.9.3 Diagnéstico Molecular

Os meétodos moleculares de deteccdo de DNA possuem excelente
sensibilidade e especificidade, sendo eficientes para detectar infeccfes mistas
e/ou parasitemias baixas em assintomaticos, resposta a antimalaricos,
caracterizacdo genotipica de Plasmodium e avaliacgdo de novos testes
diagnésticos (Moraes et al., 2013).

De acordo com Di Santi e colaboradores (2004), citando Waters &
McCutchan (1989), foram descobertas sequéncias espécie-especificas da
subunidade menor do RNA ribossomal de Plasmodium (regido codificadora
SSUrRNA). A partir disso, essas sequéncias tém baseado muitos testes
moleculares por caracterizar polimorfismos de regiées conservadas do DNA do
parasito.

A polymerase-chain reaction (PCR) consiste em um processo ciclico para
a geracao de milhares de copias idénticas. Apresenta alta especificidade e
sensibilidade, onde um par de oligonucleotideos iniciadores flanqueia a
sequéncia do gene desejado, sintetizando o DNA nas fitas simples produzidas
pelo processo de desnaturacdo do DNA gendmico (Mullis e Faloona, 1987;
Alberts, 2010; Amaral, 2014), com a acdo da enzima DNA-polimerase (Figura
13).

O limite de deteccao (LoD) de um dos protocolos de PCR convencional
mais utilizados (Snounou et al., 1993) é de 10 parasitos/ uL. Porém, as técnicas
de gPCR tem se apresentado como alternativas mais sensiveis para deteccéo

de baixas parasitemias.
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Figura 13 - Ciclos da PCR para amplificacdo de DNA genémico.
FONTE: Alberts et al., 2010

1.9.4 gPCR

E uma técnica que permite o monitoramento, em tempo real, da
quantificacdo da amplificacdo de fragmentos de DNA e RNA de forma precisa e
com uma reprodutibilidade maior, porque determina valores exponenciais
durante a reacdo. O ponto onde ha a detec¢cédo do limiar da fase exponencial
chama-se Cycle Threshold (Ct). Essa quantificacdo reprodutivel e exata esta
baseada na fluorescéncia. (Amaral, 2014). A amplificagdo acontece em quatro
fases: baseline, inicio da reacdo, quando ainda é baixo o nivel de deteccao da
amplificacdo; exponencial, quando a amplificacdo est4d acontecendo com
maxima eficiéncia e o aumento da fluorescéncia é diretamente proporcional ao
aumento de produto amplificado durante os ciclos. Na fase linear ha uma
diminuicdo na eficiéncia de amplificacdo devido ao consumo dos reagentes na
fase anterior. A fase platd ocorre ao final da reacdo, com os ultimos ciclos da
PCR (Shipley, 2006).

Existem dois sistemas na gPCR, a tecnologia TagMan®, uma enzima
exonuclease 5-3' e o sistema SYBR® Green (Oliveira, 2015). O sistema

TagMan® consiste na utilizacdo de uma sonda, onde um oligonucleotideo é
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marcado com dois fluoréforos, um denominado reporter que, ao se ligar com a
molécula de DNA na extremidade 5’, emite fluorescéncia, e outro denominado
qguencher, capaz de absorver a luz emitida pelo reporter na extremidade 3’
(Figura 14). A acao de degradacéo da enzima cliva a sonda marcada que esta
anelada especificamente na parte interna do seguimento de interesse entre dois
primers. Se a ac¢do ocorresse na forma integra, a energia do reporter seria
transmitida e absorvida pelo quencher, mas como acontece a degradacéo da
sonda pela atividade da TagDNA polimerase, os fluor6foros séo separados e a
fluorescéncia emitida pelo reporter ndo é absorvida pelo quencher, o que
aumenta a emissao de fluorescéncia que, por sua vez, € detectada e quantificada
pelo equipamento. Quando o sinal fluorescente captado alcanca um determinado
nivel (threshold) as amostras podem ser analisadas (Oliveira, 2015). Este ponto
mostra 0 momento exato em que ocorre a fluorescéncia. E definido pelo
pesquisador e deve representar quando a fluorescéncia gerada pela
amplificacdo das amostras torna-se significativamente maior que a fluorescéncia
de base (background) (Haas e Torres, 2016). A deteccéo € definida na fase
exponencial da reacao de PCR, quando a quantidade de produto formada traduz
de forma satisfatoria a concentracdo inicial de fitas molde amplificada pela
reacdo (Almeida e Saddi, 2007). O sistema TagMan® permite a amplificacéo
através de mais de uma sonda com diferentes fluoréforos o que possibilita a
qguantificacdo de dois ou mais alvos ao mesmo tempo, de forma independente,

0 que caracteriza um protocolo multiplex (Oliveira, 2015).
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Figura 14 - Sistema TagMane utilizado em gPCR.
Fonte: http://www.wikiwand.com/en/TagMan

No sistema SYBR Green® ocorre a acdo de um agente intercalante do
DNA, incorporando um corante livre, SYBR Green®, a uma molécula de DNA,
recém-sintetizada (Figura 15). A detecc¢édo (assim como no sistema TagMan®) é
dada pela intensidade de fluorescéncia durante os ciclos de repeticdo. Por se
ligar a qualquer molécula fita dupla (DNA alvo ou ndo e dimeros de primers) o
agente intercalante apresenta, assim a inespecificidade da reacdo como
desvantagem (Shipley, 2006).
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Figura 15 - Sistema SYBR Green® utilizado em gqPCR.
FONTE: http://www.sinobiological.com/sybr-green-qpcr-method-cro-service.html

Com relacdo a sensibilidade, Perandin e colaboradores (2004)
descreveram LoDs da qPCR para malaria de 0,7 parasito/pL para P. falciparum,
1,5 parasitos/yL para P. vivax e 4 parasitos/uL para P. ovale. Lima e
colaboradores (2016) obtiveram LoD de 0,35 parasito/uL em protocolo de gPCR
género-especifico para amplificacéo de genes ribossomais. No mesmo estudo o
PET-género/PET-Pf (Lucchi et al., 2013) detectou 3,5 parasitos/uL e o protocolo

de Rougemont e colaboradores (2004) detectou 3,2 parasitos/uL.

1.9.5 Nested PCR

A nested PCR é uma variacdo da PCR convencional que aumenta a
sensibilidade de deteccdo da amostra de interesse porque ocorrem duplas
reacoes de amplificacdo (Figura 16). A amplificacdo ocorrida na primeira PCR
sera molde para a segunda reacdo (amplicon 1). Nessa segunda reacéo ocorre
a amplificacdo da sequéncia alvo interna a primeira PCR (amplicon 2) o que
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aumenta a sensibilidade do método. Uma revis@o sistematica com metanalise
mostrou que entre 26 estudos comparando nested PCR com microscopia, 17
utilizaram o protocolo descrito por Snounou e colaboradores (1993). Os
restantes utilizaram 18S SSUrRNA ou 28S SSUrRNA, dihidrofolato redutase ou
o gene mdr-1 de P. falciparum como alvos, com acuracia semelhante entre os
protocolos (Snounou et al., 1993; Roth et al., 2016).

Por sua sensibilidade, a nested PCR pode ser um método adequado para
a analise de organismos que tenham um numero baixo de copias, sendo muito
util para a deteccéo e especificidade do material de interesse (Montenegro, 2002;
Abath et al., 2002).

Primeing primer interno
pr Sequéncia Alvo

A —

|
L |
. I
a

Primeira Amplificagio

1 Inicio da segunda PCR
Segundo prmerinienmno
"\\-_
T -
= |
. [
- Saegunda Amplificacio

Figura 16 - Esquematizacdo da nested PCR para amplificacdo de DNA
gendmico.

FONTE:
www.abmgood.com/marketing/knowledge_base/polymerase_chain_variation_system.php

Nessa variacdo da PCR, citando como exemplo o protocolo de Snounou
e colaboradores (1993), a primeira reagao usa dois primers (rPLU6 e rPLU5)
género-especificos. O produto dessa amplificacdo é submetido a uma nova
reacdo onde cada espécie do parasito serd detectada a partir de primers

especificos. A amplificacdo € detectada por coloracdo com brometo de etidio,
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GelRed ou Blue Green numa eletroforese em gel agarose onde é possivel
observar os diferentes tamanhos dos produtos amplificados de cada espécie,
sendo 205 bp para P. falciparum, 144 bp para P. malariae, 120 bp para P. vivax,
e 800 bp para P. ovale (Figura 17).

@ Primeira Amplificacao

PLUE - cat200bp———_~ PLUS
Rl BN Bl I B
PLU G TTAAAATTGTTGCAGTTAAAACG PLUS CCTGTTGTTGCCTTAAACTTC
Segunda Amplificacao
e . - -
FAL1 TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATATT VIV1 CGCTTCTAGCTTAATCCACATAACTGATAC
FAL2 ACACAATGAACTCAATCATGACTACCCGTC WIV2 ACTTCCAAGCCGAAGCAAAGAAAGTCCTTA
- - B e
™AL 1 ATAACATAGTTGTACGTTAAGAATAACCGC fOVA1 ATCTCTTTTGCTATTTTTTAGTATTGGAGA
TMAL 2 AAAATTCCCATGCATAAAAAATTATACAAA fOVA2 GGAAAAGGACACATTAATTGTATCCTAGTG

Figura 17 - Primers da nested PCR para amplificacédo de fragmentos de gene
ribossomal. A: amplificacdo género-especifica. B: amplificacdo espécie-
especifica para P. falciparum, P. vivax, P. malariae e P. ovale.

FONTE: Snounou et al, 1993.

Mais recentemente, foi descrito um protocolo de nested PCR para
amplificacdo dos genes da dihidrofolato redutase (DHFR) e timidilato sintase
(TS) com dois ciclos de amplificacdo género-especificos, seguidos de ciclos
espécie-especificos para amplificacdo de P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P.
ovale e P. knowlesi (Tanomsing et al., 2010). Essas enzimas participam do ciclo
do folato para produgcédo de dTMP utilizado na sintese de DNA. A andlise das
sequéncias disponiveis de DHFR-TS de Plasmodium mostrou que as

sequéncias das diferentes espécies localizadas em uma regiao de ligacao Unica,
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sdo altamente conservadas entre diferentes isolados da mesma espécie. Os
autores desenharam primers degenerados especificos de Plasmodium que
amplifica um fragmento de 1 kb que abrangendo os dominios da DHFR-TS de
qualquer espécie de Plasmodium para a primeira amplificacdo, seguida de uma
segunda amplificacdo género-especifica (Figura 18). A terceira reacao foi
desenvolvida com cinco pares de primers localizados na regido de ligacéo,
especificos para cada uma das cinco espécies de Plasmodium humanos.
Quanto a sensibilidade e especificidade, este protocolo mostrou
desempenho semelhante ao de Snounou e colaboradores (1993), com LoD de 1

a 10 genomas parasitarios.
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Pla-TS- Reverse AAATATTGRTAYTCTGGRTG
! Pla-DHFR-N
Forward AAATGYTTYATYATWGGDGG
Pla-TS- Reverse AAATATTGRTAYTCTGGRTG
| PF-Lin- Forward AAAAGGAGAAGAAAAAAATAA |
| PF-Lin- Reverse AAAATAAACAAAATCATC
{ PM-Lin- Forward GACCCAAGAATCCCTCCC '
PM-Lin- Reverse CCCATGAAGTTATATTCC
PV-Lin- Forward CGGGAGCACTGCGGACAGCG
{ PV-Lin- Reverse CACGGGCACGCGGCGGGGC |
{ PO-Lin- Forward GACACACAAAATGATGGGGA |
| PO-Lin- Reverse ATTGTCCTTTCCTTGACTCG |
PK-Lin-Forward CGATGGATATGGATAGTGG
| PK-Lin- Reverse CGCGGGAGAGCATTTCCTC ,

Figura 18 - Alinhamento de aminoacidos (DHFR-TS) na regido de ligacao das
espécies de Plasmodium que infectam humanos e sequéncia de primers para as
duas reagcbes de nested PCR género-especifico e para as cinco reacdes
especie-especificas para deteccdo de P. falciparum (PF); P. vivax (PV); P.
malariae (PM); P. ovale (PO); P. knowlesi (PK).

FONTE: Tanomsing et al., 2010
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2 JUSTIFICATIVA

Apesar de consideravel numero de estudos e conhecimentos adquiridos
sobre a maléaria, ainda ha desafios quanto ao diagnostico e métodos de
identificacdo de Plasmodium. A proposta deste estudo é a utilizacdo de
diagnostico molecular como ferramenta para detecgéo de casos assintomaticos
em é&rea de autoctonia do estado de S&o Paulo, que possa ser utilizada no
controle e monitoramento da doenca na Regido Extra-amazobnica. O estudo
fundamenta-se no uso de protocolos moleculares como a gPCR na investigacao
das baixas parasitemias em amostras de dificil detec¢ao do parasito por meio da
gota espessa, além de avaliar o desempenho da nested PCR, protocolo sensivel
e especifico, para determinacdo das espécies do parasito.

Apesar de ser 0 padrdo-ouro no diagnostico da maléria, a gota espessa
requer extrema experiéncia do microscopista, assim, o baixo nimero de casos
notificados no Estado de S&o Paulo pode ser maior, 0 que expde a fragilidade
da técnica quanto a acuracia e a rapidez necessarias para o diagnéstico.

O uso de técnicas mais sensiveis e especificas para a investigacao da
malaria pode incrementar a deteccdo de portadores assintométicos na
populacdo exposta, mapear com maior precisdo os locais onde ocorre
transmissdo no estado de S&do Paulo, com mais acuracia na determinacdo das
espécies, melhorando a qualidade e eficiéncia dos programas de controle.

De acordo com as normas técnicas do Programa de Controle da Malaria
no estado de Sdo Paulo, quando sao detectados casos autéctones algumas
medidas imediatas devem ser deflagradas: a populacéo residente num raio de 5
Km a partir da residéncia do primeiro paciente é considerada como pertencente
a area do foco e deve ser investigada para verificacdo de novos casos.
Simultaneamente devem ser iniciados o0s estudos entomolégicos para
confirmacgdo das espécies envolvidas na transmisséo. A pesquisa de novos
casos se da por meio da coleta de laminas de investigacdo de casos,
independente de apresentarem estado febril (Andrade et al., 1986). E necessario
observar que, por questdes de logistica, nem sempre € possivel realizar a busca
por novos casos num raio de 5 Km, comprometendo a detec¢cédo de infeccdes
assintoméaticas que tém sido reportadas na area costeira e com cobertura de

Mata Atlantica, onde se concentram 0s casos autéctones atualmente. Como o
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teste de referéncia é a gota espessa e as parasitemias majoritariamente sao
extremamente baixas, o diagnostico pode falhar na determinacéo da (s) espécie
(s) circulantes, como observado em estudo com dados secundarios, que apontou
P. vivax como principal agente etioldégico na regido (Couto et al., 2010). E
importante considerar que, dependendo da densidade populacional, centenas de
amostras de sangue sao coletadas a partir de um caso autdctone,
comprometendo o tempo de resolucdo do foco. Além disso, a positividade
certamente € subdimensionada pela baixa sensibilidade da gota espessa em
baixas parasitemias.

Embora este tipo de infeccdo ndo tenha implicagbes do ponto de vista
clinico, parasitos circulantes em moradores assintomaticos propiciam a infeccéo
de Anopheles e interferem na dindmica de transmisséo da malaria. Além disso,
uma consequéncia importante é a possibilidade de transmissdo de malaria por
via transfusional, visto que a Portaria do Ministério da Saude que regulamenta
os servicos hemoterapicos (Portaria de Consolidacdo N° 5, de 28 de setembro
de 2017), aborda a triagem epidemiolégica com base em areas endémicas.
Casos de doadores portando Plasmodium, bem como de malaria transfusional a
partir de doadores assintoméaticos infectados em regiées do estado de S&o Paulo
com as mesmas caracteristicas tém sido reportados (Aschar et al., 2020;
Scuracchio et al., 2011).
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3 OBJETIVOS

3.1. Geral: Detectar infecgdes assintomaticas por Plasmodium em residentes de

areas de foco de maléaria, de municipios do estado de Sao Paulo.

3.2. Especificos:

- Realizar triagem, por meio de qPCR género-especifico para amplificacdo da
ssrRNA de Plasmodium, em amostras de sangue de residentes em areas de foco
de malaria de municipios do estado de Sao Paulo.

- Realizar nested PCR espécie-especifico para amplificacdo da ssrRNA e DFFR-
TS de Plasmodium nas amostras positivas por gPCR para o género Plasmodium,
para identificacdo das espécies do parasito.

- Determinar a prevaléncia de infeccBes assintomaticas em cada municipio

analisado.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Desenho do Estudo

Trata-se de um estudo retrospectivo observacional analitico transversal,
com amostras de moradores residentes em areas de focos de malaria autoctone
do estado de S&o Paulo. Estas amostras fazem parte das atividades de vigilancia
epidemiologica da SUCEN e foram processadas para extracdo de DNA e

realizacdo de gPCR e nested PCR.

4.2. Area e populacio do estudo
Esse estudo abrangeu 16 municipios do estado de Sao Paulo localizados
em area de Mata Atlantica, apresentada na Figura 19.
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Mapeamento da Cobertura Vegetal Nativa do Estado de :F SAO

GOVERNO DO ESTADO

Sdo Paulo - Inventério Florestal 2020 T e

Cerrado anti
s Mata Atlantica
?;gt;r:hjc:es:r)iginal 8.106.085 ha & %, Superficie original: 16.683.167 ha
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Remanescentes: 239.312 ha Q Remanescentes: 5.431.220 ha
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Figura 19 - Mapa do estado de Séo Paulo, apresentando a cobertura de Mata Atlantica remanescente, 2020.
FONTE: https://smastr16.blob.core.windows.net/home/2020/07/0apresentacao-inventario-florestal-2020-v1.pdf?hch=

Para efeito de organizacdo das coletas, a area de estudo considerou as Regides Imediatas (RI) do estado de Sao Paulo,

guais sejam. Registro, Sorocaba, Santos, Sdo Paulo, Caraguatatuba/Ubatuba/Sdo Sebastido e Taubaté (Figura 20). Nestas

regides, todos os municipios onde foram realizadas as coletas séo inseridos no Bioma de Mata Atlantica.



Regido Imediata de Registro
Regido Imediata de Sorocaba
Regido Imediata de Santos

Regido Imediata de S&o Paulo
Regido Imediata de Caraguatatuba-
Ubatuba-Séo Sebastido

6. RegidoImediata de Taubaté

HIAPI N

Figura 20 - Mapa do estado de Sao Paulo apresentando as Regifes Imediatas, onde se inserem 0s municipios estudados.
Fonte: http://www.bibliotecavirtual.sp.gov.br/itemas/sao-paulo/sao-paulo-aspectos-territoriais.php
Elaboragdo da arte: MLRN Farinas
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4.3. Caracterizagao das amostras

Busca Ativa realizadas nos municipios com notificacdo de casos autdctones,

Foram analisadas 955 amostras de sangue coletadas em atividade de

localizados nas seguintes RIs do estado de Sao Paulo:

1.

Regido Imediata de S&o Paulo (n=179)

Amostras procedentes dos municipios de

Juquitiba, Salesopolis, Sdo Bernardo do

Campo, Sao Paulo (Parelheiros).

Regido Imediata de Santos (n=177)

Amostras procedentes dos municipios de

Bertioga, Mongagua

Regido Imediata de Sorocaba (n= 16)

Amostras procedentes do municipio de

Tapirai

Regido Imediata de Registro (n= 37)

Amostras procedentes dos municipios de

Cananéia, Iporanga, Juquia, Sete Barras

Regido Imediata de Caraguatatuba-Ubatuba-S&o Sebastido (n= 464)

Amostras procedentes dos municipios de
Caraguatatuba, Ilhabela, Sdo Sebastido,
Ubatuba
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6. Regido Imediata de Taubaté-Pindamonhangaba (n= 81)

Amostras procedentes do municipio de

Natividade da Serra

N&o foi possivel identificar a origem de uma amostra de sangue de 2004.

A Figura 21 apresenta as atividades de Busca Ativa realizada em
Salesopolis, em 2019.

Figura 21 - Atividade de Busca Ativa realizada no municipio de Salesopolis, SP,

em fevereiro de 2019.
Fotos: MLRN Farinas
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4.4. Fluxograma de trabalho

Dentre as 955 amostras, 371 foram coletadas por pungéo venosa em tubo
com EDTA (Greiner Bio-One, Austria) e 584 por puncéo digital e plotagem em
papel filtro (DBS, do inglés dried blood spots). As coletas em campo utilizaram
papel filtro Whatman® FTA® (Merck, Alemanha), conforme apresentado na

Figura 22. O fluxo de processamento dos protocolos é descrito na Figura 23.

Figura 22 - llustracdo de amostras de sangue total coletadas em papel filtro
Whatman® FTA®,
Foto: MLRN Farinas
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Figura 23 - Fluxo de processamento das 955 amostras de sangue ensaiadas por gota espessa, qPCR e nested PCR.

Elaboracgéo da arte: MLRN Farinas
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4.5. Hemoscopia por gota espessa

As amostras de sangue foram submetidas ao exame de gota espessa nas
atividades de controle de foco, de acordo com o preconizado pelo Programa
Nacional de Prevencao e Controle da Maléria - PNCM (Brasil, 2003). O sangue
foi coletado por puncédo digital apos assepsia com alcool 70%, utilizando-se
lanceta descartavel. Foram depositadas duas gotas de sangue em lamina
histolégica, com dados referentes ao local de coleta, data e identificacdo de cada
individuo. ApGs a secagem o material foi submetido a lise e pré-coloracdo com
azul de metileno fosfatado. O material foi corado por sete minutos com corante
de Giemsa e examinado em objetiva de imersdo 1000x. A determinacdo da
espécie e a contagem da parasitemia foram realizadas de acordo com o
preconizado (Brasil, 2009). Os exames foram realizados por diferentes equipes
com experiéncia em diagnostico laboratorial da malaria, de acordo com a

localizac&o geogréfica de cada foco.

4.6. Extragcao de DNA gendmico de amostras de sangue total colhidas em
EDTA

O DNA de cada amostra de sangue colhido em EDTA foi extraido
mediante lise de hemacias com saponina a 1% (Serva, Heidelberg, Alemanha)
e lavagens com agua ultrapura para que um pellet de hemacias concentrado
fosse obtido; deste pellet foram utilizados 200uL para a extracdo do material
genético com QlAamp DNA Blood Mini Kit (QiAgen®, Alemanha), de acordo com
instrucdes do fabricante, conforme ilustrado na Figura 24. A eluicdo do gDNA foi
realizada em volume de 50puL para concentracdo do DNA.
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Figura 24 - Esquema de extracdo de DNA gendmico de amostras de sangue
total colhidas em EDTA.
Elaboracgéo da arte: MLRN Farinas

4.7. Extragcao de DNA gendmico de amostras de sangue total colhidas em
DBS

4.7.1 Chelex®100

As amostras plotadas em papel filtro foram extraidas com Chelex®100
(Bio-Rad™, Estados Unidos da América). A area do papel filtro contendo o
sangue foi cortada (aproximadamente 1 cm?) e transferida para um tubo estéril
de 1,5 mL. A seguir, foi acrescentado 1 mL de saponina 0,5% em PBS a cada
tubo e estes foram incubados a 37°C durante 1 hora e meia. Depois, a solugéo
acastanhada foi totalmente retirada e adicionado 1 mL PBS 1x autoclavado, com
incubacédo a 4°C por 30 minutos. Em novos tubos de 1,5 mL foram adicionados
50 uL de Chelex®100 a 20% e 150 pL de agua destilada estéril e colocados em
banho-maria a 100°C. O PBS das amostras que estavam a 4°C foi retirado e
substituido pela solucdo de Chelex®100 aquecida. Os tubos foram
homogeneizados vigorosamente durante 30 segundos e incubados em banho-
maria a 100°C durante 10 minutos. Apés centrifugacdo o sobrenadante foi
transferido para o tubo final e armazenado a -20°C (Plowe et al., 1995).
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4.7.2 InstaGene™

Algumas amostras foram plotadas em papel filtro para serem extraidas
com InstaGene™ (Bio-Rad™, Estados Unidos da América) para testar a
metodologia. A area do papel filtro contendo o sangue foi de aproximadamente
15 mm e transferida para um tubo estéril de 1,5 mL. A seguir, foram
acrescentados 100 pL de PBS a cada tubo e estes foram incubados overnight a
4°C. Depois, as amostras foram centrifugadas a 14000 rpm por 2 minutos. O
sobrenadante foi descartado e foram acrescentados 100 pL de PBS novamente.
Foi feita mais uma centrifugacédo a 14000 rpm por 2 minutos e o sobrenadante
foi novamente descartado. Foram adicionados 200 pL de InstaGene™ e as
amostras foram incubadas a 56°C por 30 minutos, vortexando aos 15 minutos
da incubacao. Os tubos foram novamente vortexados ao final da incubacao e
foram colocados a 100°C durante 8 minutos. Apos centrifugacéo de 13000 rpm
por 2 minutos, o sobrenadante foi transferido para o tubo final e armazenado a
-20°C.

4.8 Processamento das amostras por qPCR

O ensaio seguiu o protocolo descrito por Lima e colaboradores (Lima et
al., 2011) com os primers M60 e M61 e a sonda M62 marcada com FAM™ e
TAMRA™ (Applied Biosystems™, Estados Unidos da América) para amplificacdo
de sequéncias da unidade ribossomal menor (ssrRNA) de Plasmodium,
esquematizados na Tabela 1. A reacédo de gPCR foi preparada com 2,5 uL de
DNA gendmico adicionados a um volume de 22,5 pL por reagédo contendo 12,5
uL de TagMan® Universal PCR Master Mix 2x (Applied Biosystems™, Estados
Unidos da América), 0,50 uM de cada primer género-especifico (M60 e M61) e
0,3 uM da sonda M62; as condi¢des de amplificacdo e deteccao foram: 50°C por
2 minutos, 95°C por 10 minutos seguidos de 40 ciclos de 94°C por 30 segundos
e 60°C por 1 minuto (Figura 25). As amostras foram ensaiadas em duplicata no
equipamento 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems™, Estados
Unidos da América). Em todos os ensaios foram utilizados controles positivos e
negativos. Os controles positivos foram obtidos de diluicdo seriada de culturas
de P. falciparum, em diluicbes de 0,1; 1; 10; 100; 1.000 e 10.000 parasitos/uL,

de modo a se obter uma curva padrédo para determinacdo de parasitemia. Os
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controles negativos utilizados foram DNA de amostras comprovadamente

negativas. O LoD deste protocolo € de 1 parasito/pL, validado em estudos
anteriores.

Tabela 1. Sequéncia dos primers género-especificos para Plasmodium e sonda
FAM™ e TAMRA™ para qPCR.

Primer M60 ACA TGG CTA TGA CGG GTA ACG
Primer M61 TGC CTT CCT TAG ATG TGG TAG CTA
Sonda M62 FAM™ - TCA GGC TCC CTC TCC GGA ATC GA - TAMRA™

Fonte: Gama et al., 2007

[1inicial Reagentes Vol. (uL) []Final
TagMan Universal Master 125
2X  Mix 1
10,00um Primer M60 125 o50uM
10,00uMm Primer M61 125 o50um
10,00 um Probe M62 075 030uM

H20 6,75
DNA 2.5
Volume Final: 25

Termo-ciclagem
Stage 1

50°C 2 min
Stage 2

95°C 10 min
Stage 3 40 ciclos
94°C 30seg
60°C 1 min

Figura 25 - Esquematizacdo do ensaio de gPCR (Lima et al, 2011), com os
primers M60 e M61 e a sonda M62 marcada com FAM™ e TAMRA™ para
amplificagdo de sequéncias da unidade ribossomal menor (ssrRNA) de
Plasmodium.

Elaboragéo da arte: MLRN Farinas
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Neste estudo néo foi utilizado controle interno, visto que as amostras
foram colhidas de moradores assintomaticos das areas de foco que, se positivos,
provavelmente portariam baixas parasitemias. Em ensaios anteriores do grupo
foram evidenciadas diferencas significativas nos valores de Ct, quando uma
mesma amostra foi ensaiada com e sem controle interno na reacao de gPCR.
Em parasitemias muito baixas, a adicdo de controle interno poderia levar a uma
reacao falso-negativa. O Quadro 2 mostra as diferencas de Ct em diferentes

parasitemias (Lima, 2011).

PCR em tempo real realizado em triplicata com amostras de P. falciparum de cultura em diluigdes seriadas,
com e sem GAPDH.
Ct Média
Well Amostra Parasitemia Com GAPDH |Sem GAPDH |Com GAPDH |Sem GAPDH diferenga |diferenca %
10/11/2009 | 22/10/2009 | 10/11/2009 | 22/10/2009
Al PFA 24,22 21,28
Bl PFA 3.200p/pL 24,26 21,37 24,36 21,32 -3,04 14,24
c1 PFA 24,6 21,32
D1 PFB 26,84 23,76
E1 PFB 320p/pL 26,87 23,8 26,88 23,82 -3,06 12,85
F1 PFB 26,92 23,89
A2 PFC 30,14 27,53
Gl PFC 36p/uL 30,29 27,49 30,18 27,55 -2,63 9,56
H1 PFC 30,12 27,63
B2 PFD 35,15 31,57
Cc2 PFD 3,6p/uL 34,19 31,4 34,66 31,36 -3,30 10,52
D2 PFD 34,63 31,1
E2 PFE 37,74 33,42
F2 PFE 0,36p/pL 36,86 33,49 37,29 33,54 -3,74 11,16
G2 PFE 37,26 33,72
A3 PFY 35,68 33,3
B3 PFY 1p/pL 36,28 33,18 36,09 33,27 -2,82 8,47
H2 PFY 36,3 33,33
c3 PFZ 38,03 34,3
D3 PFZ 0,5p/puL 37,52 34 37,32 34,43 -2,89 8,39
E3 PFZ 36,42 35
A4 [(Contr.+) Pool valid. 14 1440p/uL 26,02 22,65 26,06 22,58 3,48 15,42
H3 [(Contr.+) Pool valid. 14 26,09 22,5
F3 (Contr. +) S-19/90 32.400p/uL Undetermined 21,38 0,00 21,35 21,35 -100,00
G3 (Contr. +) S-19/90 Undetermined 21,31

Quadro 2 - Resultados de gqPCR com e sem adicdo de controle interno em

amostras com diferentes parasitemias.
Fonte: Lima, 2011 (Dissertacdo de Mestrado)
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4.9 qPCR de diluigoes seriadas de controles positivos de sangue extraidos
com QIAamp DNA Blood Mini Kit, InstaGene™ e Chelex®100

Foram realizadas diluicbes seriadas de um controle positivo de P.
falciparum, com parasitemia exata, utilizando sangue negativo para malaria para
as diluicbes em razéo 2, de 5000 parasito/pL a 0,3 parasito/pL, para a extracdo
com QlAamp DNA Blood Mini Kit. Algumas dessas dilui¢des (2500, 312, 156, 78,
10 e 5 parasitos/uL) foram plotadas em DBS, num volume de 50 L e a extragao

seguiu os protocolos de InstaGene™ e Chelex®100 ja mencionados.
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4.10. Processamento das amostras por nested PCR

ApOs o processamento de todas as amostras por gPCR, as positivas para
Plasmodium foram analisadas por nested PCR tendo genes ssrRNA como alvo,
com 25 pL em cada reacgéo, sob as seguintes condi¢des: uma primeira reacao
com 250 nM de cada primer género-especifico rPLU5 e rPLUG6, 125 uM dNTPs,
2 mM MgClz, 50 mM KCI, 10 mM Tris pH 8,3, 0,4 U de Taq polimerase e 1uL de
gDNA como template. A amplificag&o foi de: 1 ciclo a 95°C por 5 minutos, 58°C
por 2 minutos, 72°C por 2 minutos e 24 ciclos a 94°C por 1 minuto, 58°C por 2
minutos e 72°C por 2 minutos, com um ciclo final de 72°C por 5 minutos. A
segunda reacao seguiu o0 mesmo protocolo, porém com os primers rVIV1/rVIV2,
rMAL1/rMAL2 e rFAL1/rFAL2 (espécies) e 1 yL do amplificado da primeira
reacdo como template. Foram realizados 30 ciclos nas mesmas condi¢des. As
sequéncias de primers das duas reacdes estdo apresentados na Tabela 2. Os
fragmentos obtidos foram separados por eletroforese em gel de agarose (1-
1,5%) em tampao TBE e corados com Blue Green (LGC Biotecnologia Ltda.,
Brasil). Em todos os ensaios de PCR foram incluidos controles positivos e
negativos. Como controles positivos foram utilizadas amostras confirmadas por
PCR como P. vivax, P. falciparum e P. malariae. Amostras de sangue negativas
para Plasmodium por PCR, coletadas de individuos sem deslocamento para
area endémica e sem relato de malaria anterior foram processadas para extracao

de DNA e utilizadas como controles negativos (Snounou et al., 1993).

Tabela 2. Sequéncia de primers género-especifico e espécie-especifico usados
nas reacdes de nested PCR.

Primers Sequéncia 5’ - 3’
Forward - rPLU6 TTAAAATTG TTG CAG TTA AAA CG
Reverse - rPLU5S CCTGTT GTT GCC TTAAACTTC
Forward - rVIV1 CGC TTC TAG CTT AAT CCA CAT AAC TGA TAC
Reverse - rVIV2 ACT TCC AAG CCG AAG CAA AGAAAG TCCTTA
Forward - rMAL1 ATA ACA TAG TTG TAC GTT AAG AAT AAC CGC
Reverse - rIMAL2 AAA ATT CCC ATG CAT AAA AAA TTA TAC AAA
Forward - rFAL1 TTA AAC TGG TTT GGG AAA ACC AAA TAT ATT
Reverse - rFAL2 ACA CAATGA ACT CAATCATGACTACCC GTC

Fonte: Snounou et al., 1993.
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4.11. Processamento das amostras por DHFR-TS nested PCR

O protocolo de Tanomsing e colaboradores (2010) foi utilizado, com duas
amplificagbes para género Plasmodium e amplificagdes aninhadas para P. vivax,
P. malariae e P. falciparum. Para a primeira reagéo foram utilizados os primers
género-especificos Pla-DHFR-F e Pla-TS-R, gerando um fragmento de 1 Kb, e
para a segunda reacao foram utilizados os primers também género-especificos
Pla-DHFR-NF e Pla-TS-R, amplificando um fragmento de 509-587 bp. Os
seguintes ensaios de nested PCR utilizaram primers espécie-especificos para as
espécies de Plasmodium (PV-Lin- Forward e PV-Lin- Reverse para P. vivax; PM-
Lin- Forward e PM-Lin- Reverse para P. malariae; PF-Lin- Forward e PF-Lin-
Reverse para P. falciparum (Figura 16). Foram utilizados 25 pL para cada
reacdo, sob as seguintes condi¢des: 250 nM de cada primer género-especifico
ou espécie-especificos (Invitrogen, Brasil), 125 uM dNTPs (Thermo Fisher
Scientific, Estados Unidos da América), 50 mM KCI, 10 mM Tris pH 8,3, 0,4 U de
Taqg polimerase (GoTaq HotStart, Promega, Brasil) e 1 uL de DNA gendmico
para a primeira reacdo ou 1 pL do amplificado obtido nas reacdes anteriores. A
concentracdo de MgClz foi de 3 mM nas reagbes género-especificas e para P.
malariae. Para P. falciparum e P. vivax a concentracédo de MgClzfoide 2 mM. As

condi¢Oes de ciclagem sao descritas no Quadro 3.
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Primer Espécies Denaturagcdo Anelamento Extenséo Denaturacgao N° de Extenséo
inicial ciclos Final
Pla-DHFR-F Plasmodi 95°C por 5' 50°C por1' 72°C por 1' 94°C por 1' 30 72°C por 5'
Pla-TS-R tm Spp-
Pla-DHFR-NF  Plasmodi 95°C por 5' 55°C por1' 72°C por 1' 94°C por 1' 35 72°C por 5'
Pla-TS-R um spp-
PF-Lin-F P. 95°C por 5' 50°C por1' 72°C por 1' 94°C por 1' 35 72°C por 5'
PE-Lin-R falc:garu
PM-Lin-F P. 95°C por 5' 50°C por1'  72°C por 1' 94°C por 1' 35 72°C por 5'
PM-Lin-R malariae
PV-Lin-F P. vivax 95°C por 5' 58°C por1' 72°C por 1' 94°C por 1' 35 72°C por 5'
PV-Lin-R

Quadro 3 - Condicbes de ciclagem da DHFR-TS nested PCR.
Fonte: Tanomsing et al., 2010.

Os fragmentos foram separados por eletroforese em gel de agarose (2%)
em tampédo TBE e corados com Blue Green (LGC Biotecnologia Ltda., Brasil).
Foi utilizado marcador de peso molecular 100-2000bp (Norgen Biotec Corp.,
Canada). Os fragmentos obtidos foram de 144 bp para P. vivax, 177 bp para P.

malariae e 160 bp para P. falciparum.

4.12. Aspectos Eticos da Pesquisa

As amostras de sangue armazenadas foram coletadas em eventos de
controle de foco, como parte das atividades de vigilancia epidemioldgica da
SUCEN em parceria com 0S municipios envolvidos. As amostras positivas
(controles) foram coletadas em projetos anteriores, devidamente aprovados por
Comités de Etica em Pesquisa das Instituicdes envolvidas e sdo integrantes do
Biorrepositério do Instituto de Medicina Tropical da Faculdade de Medicina da
USP, com o qual a SUCEN tem Acordo de Cooperacao Cientifica. Como nao
existe a possibilidade de contato com os individuos para obtencdo de TCLE para
a utilizacdo do material armazenado em nova pesquisa, foram cumpridas as
exigéncias em relacdo aos aspectos éticos da conservacédo e utilizacdo do
material biolégico estocado, bem como das informacdes obtidas a partir dele e
foi garantida a preservacédo rigorosa do anonimato dos individuos envolvidos.
Estas condutas estdo de acordo com as determinacdes da Resolucdo CNS N°

441, de 12 de maio de 2011. Este estudo foi aprovado pelo Comissao de Etica e
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Pesquisa do Departamento de Moléstias Infecciosas e Parasitarias da FMUSP e
pelo Comité de Etica em Pesquisa da FMUSP (Parecer 2.728.246).

4.13. Analise Estatistica

Os resultados foram analisados utilizando os softwares GraphPad Prism
5.0 e QuickCalcs GraphPad (GraphPad Software Inc., Estados Unidos da
Ameérica). A positividade dos testes foi calculada com 95% de intervalo de
confianga (IC) e para a correlacdo entre os testes, considerando a amostragem
total e cada municipio, foi utilizado o Teste Exato de Fisher. A concordancia entre
os testes foi calculada pelo indice Kappa (k). Os niveis de significancia dos testes
empregados na andlise estatistica foram fixados aceitando um erro tipo 1 de 5%
(a=0,05).
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5. RESULTADOS

5.1. Fluxograma dos resultados por método de coleta e técnica utilizada

Foram analisadas 955 amostras de sangue coletadas em atividades de
Busca Ativa realizadas em municipios em &rea com focos de maléria no estado
de S&o Paulo. Dentre as amostras coletadas, 371 foram colhidas em EDTA
(sangue total) e 584 em DBS. As amostras foram processadas por GE no
momento das atividades de controle de foco, anteriormente a este estudo, por
diferentes equipes de microscopistas. Neste estudo foram triadas por qPCR e as
positivas foram ensaiadas por nested PCR para determinacdo das espécies
(Figura 26).
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Figura 26 - Fluxograma mostrando o total de amostras analisado por método de coleta e técnicas utilizadas.
Elaboragéo da arte: MLRN Farinas
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5.2. Comparacgao de positividade entre GE, qPCR e nested PCR em todos
0S municipios estudados

De acordo com o estudo, das 371 amostras de sangue total coletadas, 364
foram processadas por GE e sete amostras ndo foram realizadas por falta de
material. Destas, 25 foram positivas na GE, sendo 24 P. vivax e 1 P. malariae
(6,9% [IC: 4,66 — 9,98]), e 339 foram negativas. Na gPCR, foram 85 positivas
(22,9% [IC: 18,92 — 27,46]) e 286 negativas. Os resultados obtidos entre as duas
técnicas (GE e qPCR) apresentaram diferenca estatistica (p< 0,0001) e fraca
concordancia (K= 0,049). Dentre as positivas, 77 foram ensaiadas para nested
PCR e oito ndo foram realizadas por falta de material. Dessas, 20 amostras
foram positivas com o resultado de 16 P. vivax e 4 P. malariae (26,0% [IC: 17,42
— 36,81]) e 57 foram negativas. Além disso, 584 amostras foram coletadas em
DBS e 573 foram processadas para GE e 11 nao foram realizadas por falta de
material, 15 foram positivas para P. vivax (2,6 % [IC: 1,56 — 4,31]) e 558
negativas. As 584 foram processadas por gPCR, sendo 18 positivas (3,1% [IC:
1,93 — 4,85]) e 566 negativas. As 18 amostras positivas foram processadas por
nested PCR e todas resultaram negativas. Para as amostras colhidas em DBS
nao houve diferenca estatistica (p= 0,7) e apresentaram fraca concordancia (K=
0,036) entre GE e gPCR (Tabela 3).

Tabela 3 - NUmero de amostras positivas e negativas para sangue total e papel
filtro (DBS) comparando as técnicas utilizadas.

SANGUE
Positivo Negativo Positividade (%) Kappa p value
GE 25 339 6,9 (IC: 4,66 — 9,98)
K =0,049* p<0,0001**
gPCR 85 286 22,9 (IC: 18,92 — 27,46)
nPCR 20 57 26,0 (IC: 17,42 — 36,81)
DBS
Positivo Negativo Positividade (%) Kappa p value
GE 15 558 2,6 (IC: 1,56 — 4,31)
K =0,036* p = 0,7**
gPCR 18 566 3,1 (IC: 1,93 — 4,85)
nPCR 0 18 0

*Fraca concordancia.
**Apresenta diferenca estatistica.
***N&o apresenta diferenca estatistica.
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5.3. Comparacgao de positividade entre GE, qPCR e nested PCR em cada
municipio estudado

O estudo abrangeu 16 municipios (figura 27), e entre as amostras
ensaiadas, 134 (14,03%) foram positivas em qualquer um dos métodos
realizados. O municipio de S&o Sebastido apresentou a maior positividade com
58 casos positivos (43,28%), em seguida Sao Paulo com 15 (11,19%) e Bertioga
com 13 (9,7%). Os municipios de Iporanga e Cananéia apresentaram a menor

positividade com somente um caso positivo (>1%).
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Figura 27 - Distribuicdo de amostras positivas (em %) em cada municipio estudado, com relacédo ao total de amostras positivas

(n=134) por qualquer uma das técnicas (GE ou gPCR).
* Uma amostra ndo tem origem conhecida, representando 0,7%.
Elaboracgéo da arte: MLRN Farinas
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5.4. Positividade por municipio na GE e qPCR

O municipio de Caraguatatuba apresentou 0 maior numero de amostras
analisadas (227), com trés amostras positivas pela GE (1,3%) e somente uma
para o gPCR (0,4%), ndo apresentando diferencga estatistica entre as técnicas
(p=0,62). Da mesma forma, a maioria dos municipios estudados néo apresentou
diferenca estatistica, conforme Tabela 4. O municipio de S&o Sebastido, o
segundo maior numero de amostras analisadas (218), obteve somente trés
amostras positivas pela GE (1,4%) e 56 positivas para qPCR (25,7%),
apresentando diferenca estatistica entre os testes (p<0,0001). Além dele, os
municipios de Mongagua, com 86 amostras analisadas apresentando somente
positividade para GE em sete amostras (8,1%) e Tapirai, com 16 amostras
analisadas apresentando somente positividade para a g°PCR em 11 amostras
(68,8%), também apresentaram diferenca estatistica entre as técnicas (p=0,01 e

p<0,0001, respectivamente) de acordo com Tabela 4.

Tabela 4 - NUmero de amostras, percentual e positividade entre as técnicas por
municipio.

Ned °d %d
© n°de GE | % de GE n-ae ode
Municipio amostras . . gPCR gPCR p value
i positivas | positivas . -
analisadas positivos | positivos

Bertioga 91 8 8,8 6 6,6 0,78
Cananéia 1 NR - 1 100 -
Caraguatatuba 227 3 1,3 1 0,4 0,62
llhabela 12 1 8,3 2 16,7 1,0
Iporanga 24 0 0 1 4,2 1,0
Juquitiba 80 3 3,8 4 5,0 1,0
Mongagua 86 7 8,1 0 0 0,01*
Natividade d

atividade da 81 2 2,5 0 0 0,49
Serra
Salesépolis 19 0 0 0 0 -

ao B
Sdo Bernardo 54 5 9,3 5 9,3 1,0
do Campo

do Paul
Sao au.o 26 6 23,1 12 46,2 0,14
(Parelheiros)
Sao Sebastidao 218 3 1,4 56 25,7 <0,0001*
Sete Barras 11 0 0 2 18,2 0,47
Tapirai 16 0 0 11 68,8 <0,0001*
Ubatuba 7 2 28,6 2 28,6 1,0

* Apresenta diferenca estatistica
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Com relacdo aos resultados de nested PCR realizado nas amostras
positivas na qPCR, a distribuicdo das espécies mostrou 80% de P. vivax (16/20)
e 20% de P. malariae (4/20). Os resultados de cada municipio analisado sé&o

mostrados na Tabela 5.

Tabela 5 - Resultados de nested PCR realizados em amostras positivas na qPCR.

Municipios gPCR positiva /realizada nested PCR
Pv Pm Negativa

Bertioga 6/2 2 - -
Caraguatatuba 11 - - 1
llhabela 2/2 - - 2
Juquitiba 4/4 1 - 3
gz?nigrnardo do 5/4 2 i 2
Séo Paulo 12/11 3 - 8
S&o Sebastido 56/56 2 3 51
Sete Barras 2/2 2 -

Tapirai 11/11 4 1

Ubatuba 2/2 - - 2
TOTAL 101*/95 16 4 75

* Duas amostras positivas na gPCR (Cananéia e origem desconhecida) ndo foram processadas
por nested PCR por falta de material

5.5. Variagao nos valores de Cts na PCR em tempo real em amostras de
Sangue total colhidas em EDTA e DBS

Para as 371 amostras de sangue total colhidas em EDTA, 85 foram
positivas na qPCR, sendo que 46 mostraram amplificacdo em duplicata e 39 em
simplicata. As curvas apresentaram valores médios de Cts entre 18,85 e 39,13
para as duplicatas. Nas amostras que amplificaram em simplicata o intervalo de

Ct variou de 35,67 e 39,77 como exemplificado na Figura 28.
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Figura 28 - Curvas dos valores médios de Cts nas amostras de sangue total
colhidas em EDTA. A: amplificagbes em duplicata; B: amplificagbes em
simplicata.

Elaboracgéo da arte: MLRN Farinas
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Para as 584 amostras de sangue total colhidas em DBS, 18 foram
positivas na gPCR, sendo que 2 mostraram amplificagdo em duplicata e 16 em
simplicata. As curvas apresentaram valores médios de Cts entre 34,82 e 38,10
para as duas que amplificaram em duplicata. Nas amostras que amplificaram em
simplicata o intervalo de Ct variou de 37,44 a 39,84 e apenas uma amostra

obteve valor de Ct de 28,76 como exemplificado na Figura 29.
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Figura 29 - Curvas dos valores de Cts nas amostras de sangue total colhidas
em DBS. A: amplificacdes em simplicata; B e C: média das amplificacdes em

duplicata.
Elaboragdo da arte: MLRN Farinas
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5.6 qPCR de diluicbes seriadas de controles positivos de sangue extraidos com QiAgen®
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O controle positivo de sangue total em EDTA usado como teste em diluicdes seriadas para testar as metodologias de

extracdo e extraido com QlAamp DNA Blood Mini Kit, apresentou amplificacdo em duplicata com curvas que mostram valores

médios de Cts entre 20,26 e 34,00 como apresentado na Figura 30.
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Figura 30 - Curvas de amplificacdo das diluicdes seriadas de controle positivo de sangue extraido por QlAamp DNA Blood Mini

Kit.
Elaboracéo da arte: MLRN Farinas
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5.7 gPCR de diluigoes seriadas de controles positivos de sangue extraidos com InstaGene™

O controle positivo de sangue total plotado em DBS usado em diluicdes seriadas para testar o protocolo InstaGene™ (Bio-
Rad™, Estados Unidos da Ameérica) apresentou uma amplificacdo em simplicata na diluicdo de 312 parasitos/uL e uma
amplificagcdo em duplicata na diluicdo de 156 parasitos/uL. A média do Ct da duplicata foi de 35,18 como apresentado na Figura
31. As amostras do estudo foram processadas somente com extragdo com Chelex®100, devido ao desempenho inferior do

InstaGene™ nas amostras utilizadas como controles positivos.
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Figura 31 - Curvas de amplificacdo das diluicGes seriadas de controle positivo de sangue extraido por InstaGene ™.

Elaboracgéo da arte: MLRN Farinas



5.8 qPCR de diluicbes seriadas de controles positivos de sangue extraidos com Chelex®100

O controle positivo de sangue total plotado em DBS usado em diluicGes seriadas para testar o protocolo Chelex®100 (Bio-

entre 33,15 e 36,46 como apresentado na Figura 32.
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Rad™, Estados Unidos da América) apresentou quatro amplificacbes em duplicata nas diluicdes de 2500, 312, 156 e 78

parasitos/uL e uma amplificagdo em simplicata na diluicdo de 5 parasitos/pL. Os valores médios de Cts das duplicatas ficaram
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Figura 32 - Curvas de amplificacdo das diluicGes seriadas de controle positivo de sangue extraido por Chelex®100.
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5.9. Nested PCR

Para a nested PCR, 101 amostras foram processadas para a determinacao
das espécies utilizando um protocolo baseado em genes ssrRNA e um protocolo
no gene das enzimas DHFR-TS. Duas amostras positivas na gPCR (Cananéia e
uma de origem desconhecida) nédo foram processadas por falta de material. A
Figura 33 apresenta géis de agarose, com fragmentos de 144 pb para P. vivax
(DHFR-TS) e 144 pb para P. malariae (ssrRNA). Foram amplificadas 16
amostras para P. vivax e 4 para P. malariae. Nenhuma amostra amplificou para

P. falciparum por nenhum dos protocolos.
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Pv M LFS VPP1 VPP2 VPP3 VPP4 TCP |HP VHPA EJS EAS JJPR JMS BVRN CS5 FL ACS JS epuas M

144 bp
SFZ SC RS 55/95 PAB BSF IPN 56/02 SPCB ORB MRSF JLB TRS JSB RPS CCS msme M
144 bp
Pm M LFS VPP VPP VPP VPP TCP IHP VHPA EJS3 EAS4 JIPR JMS BVRN CSS FSL ACS 1S eme2sy M
144 bp
Pm M DT SFZ SC RS LEA BSF IPN MRSF TRS NC LCC emazsr onaneg M
144 bp

Figura 33 - Resultados de eletroforese pos amplificacdo. A: P. vivax (DHFR-TS
= 144 bp); B: P. malariae (ssrRNA = 144 bp).
Elaboragdo da arte: MLRN Farinas
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6. DISCUSSAO

Este estudo revelou a ocorréncia de infecgbes assintomaticas por
Plasmodium em moradores de 14 dos 16 municipios investigados. A positividade
da gota espessa foi de 4,3% (IC 95% 3,07 - 5,77) e da gPCR foi de 10,8% (IC
95% 8,89- 12,93), considerando-se os dois métodos de coleta. Embora infec¢des
assintomaticas tenham sido descritas no Bioma de Mata Atlantica brasileiro, pela
primeira vez foi realizado estudo envolvendo grande nimero de municipios em
areas onde casos autoctones foram notificados. No estado de S&o Paulo, Hristov
e colaboradores (2014) relataram 1,6% de positividade pela gota espessa e 5,6%
por PCR, em amostras de sangue de gestantes assintométicas residentes no
municipio de Juquitiba, SP. Dentre as sete amostras positivas por gPCR e nested
PCR, P. vivax foi detectado em trés gestantes e P. malariae em quatro. No
estado do Rio de Janeiro, um estudo realizado em 324 residentes do municipio
de Guapimirim revelou 2,8% de infec¢des assintomaticas por nested PCR, sendo
gue nenhuma gota espessa foi positiva (Miguel et al., 2019). No estado do
Espirito Santo, amostras coletadas em 92 moradores em um raio de 2 km a partir
de um caso autdctone detectado, apresentaram positividade de 3,4%, por PCR,
com presenca de P. vivax e P. malariae, sendo todos os individuos
assintomaticos. A gota espessa resultou negativa nas 92 amostras de sangue
(Alencar et al., 2018).

Embora 99% dos casos de malaria no Brasil ocorram na Regido
Amazobnica (Brasil, 2020), a transmissdo de casos autdctones no Sul e Sudeste
do Brasil em regifes inseridas no Bioma de Mata Atlantica é um desafio para os
objetivos de eliminacdo da doenca. As caracteristicas da paisagem local, com
abundéancia de bromélias, possibilitam que as espécies de anofelinos do
subgénero Kerteszia encontrem condi¢des favoraveis para oviposicao (Deane,
1986). Além disso, a presencga de primatas das familias Atelidae e Cebidae,
principalmente dos géneros Alouatta, Brachyteles, Cebus e Sapajus (Alvarenga
et al., 2015), dificulta a aplicacdo de medidas classicas de controle, como as
adotadas pelo PNCM. Neste sentido, o carater silvestre da transmisséo
impossibilita o controle vetorial por meio de inseticidas, o que acarretaria

imensos danos ao ecossistema.
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Os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) propdem, além da
reducdo das desigualdades globais e fim da pobreza, eliminar a malaria até
2030. Em 2015, a OMS propés a Estratégia Técnica Global para Malaria, com
objetivo de reduzir pelo menos 90% de casos e 6bitos em nivel mundial e evitar
a reintroducdo da malaria em areas sem transmissdo. No Brasil, o Plano
Nacional de Saude 2020-2023 prop6s que até 2023 houvesse uma reducao de
50% dos casos, tendo como base o ano de 2018, que notificou 187.756 casos.
Uma readequacdo do plano nacional de eliminacdo estabeleceu a meta de
menos de 14 mil casos em 2030, isto é, reducdo de 93% em relagédo a 2018, e
eliminagcdo da malaria até 2035. Estas metas sdo dependentes da
sustentabilidade das acdes, com adocao de estratégias para ampliar a detecc¢éo,
tratamento e vigilancia de casos, em parceria com as diferentes areas do SUS e
outros setores que atuam no controle da malaria, como as Secretarias de
Atencdo Priméaria a Saude, a Secretaria Especial de Saude Indigena e o
Ministério do Meio Ambiente (Brasil, 2020).

O conceito de eliminacdo da malaria considera a interrupcdo da
transmissao autoctone de dada espécie de Plasmodium em uma regido definida.
Ja a certificacdo da eliminacgéo exige a interrupcao da transmisséo de todas as
espécies de Plasmodium por no minimo trés anos. A OMS considera que as
experiéncias pregressas com campanhas de erradicacdo e o investimento em
pesquisa cientifica, podem promover o controle da transmissdo em nivel mundial
e a eliminacdo em regides com baixa ou moderada endemicidade. Um dos
pilares da OMS para atingir essas metas é a abordagem estratificada da
transmissdo, com ac¢des especificas para cada cenario (WHO, 2018). Neste
sentido, a OMS recomenda a identificacdo de foco, que € a “area definida e
circunscrita localizada em uma area que € ou foi malarica e onde fatores
epidemiologicos e ecoldgicos necessarios para a transmissdo da maléaria
ocorram”. A existéncia de um foco pressupde a integracéo entre populagdes de
Plasmodium, hospedeiros e vetores que mantém o carater focal da transmisséo.
A Organizacdo Panamericana de Saude define os seguintes cenarios: Cenario
1. Nao receptivo; Cenario 2. Receptivo, sem casos autoctones, néo vulneravel
(inclui focos eliminados, sem casos importados ou nenhuma migragéo de paises

endémicos); Cenario 3. Receptivo, sem casos autdctones, vulneravel (inclui
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focos eliminados, com casos importados ou com migracdo de paises
endémicos); Cenério 4. Receptivo, com casos autoctones (inclui focos ativos e
residuais). Esta classificacdo deve nortear as estratégias de prevencédo, de
controle e de eliminacéo especificas para cada contexto epidemiolégico (Brasil,
2020). Neste estudo foram analisadas amostras de sangue de moradores de
areas de foco classificados como Cenario 4, trazendo importantes dados sobre
a presenca de infeccBes assintomaticas que exigem acdes diferenciadas para
permitir que esses portadores sejam identificados e inseridos nas estratégias de
controle e eliminacédo, quais seja, diagndstico oportuno e tratamento especifico.

A proposta de descentralizacdo do diagnoéstico e tratamento da malaria
no estado de Sao Paulo foi consolidada a partir de 2002, com iniciativas que
garantissem o atendimento integral dos casos importados e autoctones
notificados. Assim, 14 Unidades de Referéncia em Maléria (URMSs) foram criadas
e inseridas em um contexto que permite facil acesso a estrutura fisica e recursos
humanos adequados ao atendimento dos casos suspeitos de malaria, como
diagnéstico, tratamento e vigilancia. Além disso, pacientes internados em outras
unidades podem ser atendidos mediante o envio de material biol6gico, que é
encaminhado para a URM mais proxima para realizagdo do exame, com
dispensacdo de antimalaricos para o tratamento, que esta disponivel somente
nas URMs. Quando um caso suspeito chega a uma URM, esta notifica o Nucleo
de Vigilancia Epidemiolégica e encaminha o paciente para atendimento meédico.
A lamina de GE é encaminhada para um laboratério de referéncia para
investigagdo e resultado. Sendo positivo € indicado o tratamento e o controle de
cura, e caso seja negativo o caso € encerrado. Além desse processo, o Nucleo
de Vigilancia Epidemiolégica comunica as vigilancias regionais e municipais para
a investigacéo do caso. Sendo positivo, ocorre a avaliagcdo para classificagao do
caso, que pode ser importado, autdctone ou induzido. Sendo um caso autoctone
ocorre, entdo, a Busca Ativa, contexto em que se inserem as amostras deste
estudo (SESSP, 2021).

No estado de S&o Paulo a transmisséo autoctone apresenta um padréao
constante, porém com baixo nimero de casos notificados, em areas de Mata
Atlantica ainda preservadas. Considerando o aspecto clinico, observa-se

qgquadros com sintomatologia branda e casos oligossintomaticos, estes
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geralmente detectados em Busca Ativa, deflagradas a partir de casos
sintométicos diagnosticados por Busca Passiva (SESSP, 2008). Neste estudo,
dentre os 955 moradores avaliados, foram detectados 134 positivos para
Plasmodium, em qualquer um dos métodos utilizados, nenhum apresentando
sintomas caracteristicos de malaria no momento da abordagem. A deteccéo e
notificacdo esporadica de casos sintomaticos ndo deve afrouxar as medidas de
vigilancia, pois os assintomaticos sem diagndéstico e sem tratamento mantém o
Plasmodium em circulagéo na regido, produzindo novos focos (Barroso, 2003).

A positividade geral deste estudo, mostra que o desempenho da GE
(4,3%) foi inferior a gPCR (10,8%). Diversos estudos mostram que as técnicas
moleculares sdo mais acuradas e sensiveis quando comparadas a gota espessa
(Wang et al., 2014; Naeem et al., 2018).

Mesmo assim, em alguns municipios os resultados apresentados pela
GE tiveram uma positividade maior e esse achado pode ser atribuido a alguns
fatores importantes. Embora a extracdo com Chelex®100 seja amplamente
utilizada (Singh et al., 2018; Panda et. al., 2019), neste estudo as amostras foram
coletadas em campo por diferentes equipes, com diferentes padrdes de coleta,
como apresentado na Figura 22. Essa falta de padronizacao pode ter interferido
no desempenho da gPCR a partir de DNA extraido das amostras colhidas em
DBS.

Um estudo comparando métodos de extracdo de DNA (Chelex®100-
saponina, metanol e TRIS-EDTA) mostrou que a resina Chelex®100 teve melhor
performance em amostras de 21 individuos positivos (2 P. falciparum, 18 P. vivax
e 1 P. falciparum + P. vivax), sendo 18 assintomaticos, com apenas quatro GEs
positivas (parasitemia média de 367 parasitos/uL para P. falciparum e 225
parasitos/uL para P. vivax). Mesmo apresentando melhores resultados, a
sensibilidade com a extracdo com Chelex®100 foi de 66,7% para o P. falciparum
e 31,6% para o P. vivax (Miguel et al. 2013). Schwartz e colaboradores (2015)
testaram os efeitos de armazenamento, extracao e amplificacdo em amostras
DBS contendo 25 pL em dilui¢cdes seriadas de um controle positivo, com variagao
de 0,1 a 100.000 parasitos/uL determinada por GE, concluindo que a
sensibilidade foi baixa para infec¢cdes com baixa densidade parasitaria. O ensaio

nao refletiu todas as variagbes que podem acontecer em amostras de campo e,
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mesmo sendo processadas em ambiente controlado o resultado foi inferior ao
esperado. Esses achados corroboram com os realizados neste estudo, com
diluicdes seriadas de parasitemia exata que foram processadas por gPCR para
avaliar os protocolos de extracdo. Quando ensaiadas as diluicdes de 2.500
parasitos/uL a 5 parasitos/uL com extragdo por QlAamp DNA Blood Mini Kit a
partir de 200uL e Chelex®100 com 50 pL de sangue plotado em DBS, as médias
de Cts variaram de 21,33 a 30,08 e 33,10 a 39,21, respectivamente. Dentre as
diluicbes por Chelex®100 uma ndo amplificou e uma amplificou somente em
simplicata. Considerando que esses resultados foram processados em ambiente
laboratorial controlado, fica evidenciado que o volume de sangue e a
padronizacdo da coleta, somados a eficiéncia de cada protocolo de extracéo,
além das baixas parasitemias, impactaram diretamente nos resultados da qPCR.
A hipétese de que a extracdo com Chelex®100 pudesse produzir DNA contendo
inibidores da gPCR esta excluida, uma vez que todas as extra¢des incluiram
controles positivos que amplificaram em todos o0s ensaios.

Por outro lado, ndo se pode descartar que os resultados das GEs de
Mongagua e Natividade da Serra sejam falso-positivos, uma vez que € possivel
considerar alguns fatores como: 1. Nem sempre os exames de GE referentes a
Busca Ativa sdo realizados por profissionais capazes de realizar esta técnica
com padrbes de sensibilidade e especificidade necesséarios em funcdo das
caracteristicas dos casos autéctones; 2. As laminas dessas coletas de Busca
Ativa apresentam baixa parasitemia e configuram um desafio para a sua leitura,
pois as infec¢des assintomaticas caracteristicas de Mata Atlantica, com raros
parasitos e morfologia atipica, distinta do diagndstico classico de malaria,
demandam longo tempo de leitura, podendo confundir e esgotar o profissional.
3. Mesmo que algumas dessas laminas tenham sido examinadas em centros de
referéncia, como no caso de Natividade da Serra, a morfologia pouco classica
dessas amostras de Mata Atlantica pode levar profissionais treinados a
diagnéstico falso-positivo (Di Santi et al., 2004).

Ainda, deve-se levar em consideragao o tempo dispendido para a leitura
de cada lamina. Assim, é importante considerar que para a leitura das 955 gotas
espessas envolvidas nesse estudo, foram necessarias aproximadamente 477

horas. Por outro lado, para a execucédo dos ensaios de qPCR, foram necessarias



69

apenas 116 horas, considerando os protocolos de extracéo e preparo das placas
de gPCR.

A performance da gPCR evidencia alguns achados interessantes. As
amostras de sangue total colhidas em EDTA e extraidas por um protocolo que
leva a um maior rendimento de DNA tiveram melhor desempenho que as
amostras extraidas por Chelex®100. Por se tratar de amostras de baixa
parasitemia, ha o risco de nem sempre se conseguir obter o parasito no volume
de sangue utilizado. Assim, das amostras colhidas em EDTA que amplificaram
em simplicata, 5/39 apresentaram resultado positivo na nested PCR. Por outro
lado, nenhuma das 16 amostras extraidas por Chelex®100 que amplificaram em
simplicata tiveram resultado positivo na nested PCR. Isso mostra que,
possivelmente, a quantidade de DNA extraido das amostras colhidas em DBS
pode ser inferior ao LoD da técnica que é de 2 a 10 parasitos/j\L para a nested
PCR (Snounou et al., 1993; Amaral et al., 2019). Um estudo realizado na Malasia
comparando a microscopia com a nested PCR espécie-especifica, avaliou
amostras de sangue plotadas em DBS em 129 individuos residentes de area
endémica. Neste protocolo, que incluiu 2 ciclos de amplificagcdo para género
seguido de um ciclo para as espécies, o LoD foi de 6 parasitos/pL (Singh et al,
1999). A gPCR possui maior sensibilidade com LoD de 1 parasito/uL (Lima et al.,
2011), o que justifica os achados em simplicata nas amostras ensaiadas.

Por se tratar de amostras com baixissima parasitemia, visto que foram
colhidas de populacéo assintomatica, nao foi utilizado controle interno. Também
ndo foi estabelecido um cut-off para determinar um valor de Ct que
caracterizasse um teste positivo. Quando padronizada, a qPCR utilizada para
triagem de positivos calculou um valor de cut-off para um LoD de 1 parasito/pL
(Lima et al., 2011). Neste estudo foi aceito que qualquer amplificacdo seria
considerada como positiva, visto que amostras com parasitemias abaixo de 1
parasito/uL poderiam ser detectadas, com valores de Ct acima do cut-off,
corroborando com o carater de transmissao e circulacdo do Plasmodium na
regido. A adicdo de controle interno, conforme demonstrado anteriormente,
poderia elevar os valores de Ct de modo a resultar em uma reacédo falso-
negativa. Murphy e colaboradores (2012) mostraram que o LoD aumenta

conforme o volume da amostra diminui e é possivel que em 200uL de sangue, 0
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limite minimo detectavel seja 5 parasitos/mL ou 1 parasito/200uL. J& em uma
amostra de 50 pL, o limite mais baixo de deteccdo é 20 parasitos/mL (ou 1
parasito/50 pL). Assim, o limite real de deteccdo pode ser muito afetado pelo
volume da amostra de sangue, o volume de DNA extraido e o volume adicionado
ao ensaio de PCR. Amostras com baixa parasitemia podem ser um desafio para
a PCR, e diante desses fatores, muitos ensaios nao incluem um controle interno.

As atividades de controle de foco autéctone preconizam a utilizacao de
gota espessa para deteccdo de portadores de Plasmodium. Porém, essa
metodologia sabidamente nao tem sensibilidade para detectar baixas
parasitemias. As amostras desse estudo retrospectivo foram processadas apds
as medidas de contencdo dos focos terem sido realizadas de acordo com o
programa de controle. Os resultados aqui apresentados séo robustos para que
possamos propor a metodologia molecular para as atividades de Busca Ativa em
focos de malaria, invariavelmente com baixas parasitemias. Fatores como
acuracia na deteccéo de portadores invisiveis ao programa de controle e tempo
necessario para resolucédo dos focos, apontam para a adequacao de métodos
moleculares neste cenério epidemioldgico. Para otimizar os procedimentos, a
padronizacao dos protocolos de coleta deve ser contemplada, mediante coleta
de maior volume de sangue que aumente a possibilidade de deteccao
parasitaria, garantindo um diagnéstico ainda mais acurado.

Este estudo contribuiu para que as acdes de controle de foco em areas
de baixa transmisséo sejam reavaliadas, de modo a tornar as agdes de controle
e vigilancia mais ageis, com maior poder de deteccdo de reservatorios de
Plasmodium, nédo detectados pelos protocolos utilizados atualmente.
Considerando as metas estabelecidas pelos organismos internacionais e
nacionais para a eliminacdo da malaria, este estudo contribuiu para o
enfrentamento de um dos maiores desafios dos programas de controle, que € a
detecgdo de parasitemias submicroscopicas que mantem a transmissado nesse
cenario epidemiolégico. Como contribuicdo aos programas de controle e
vigilancia da malaria, os resultados apontam um algoritmo que consiste na
triagem de positivos por protocolo sensivel, seguida pela identificacdo das
espécies parasitarias, com consequente diminuicdo do tempo para resolucao

dos focos autéctones.
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7. CONCLUSOES

1. Foram detectadas infeccbes assintomaticas por Plasmodium em
residentes de areas de foco de malaria, em 14 de 16 municipios avaliados
no estado de Séo Paulo.

2. Foi realizada triagem por meio de gqPCR género-especifico para
amplificacdo de ssrRNA de Plasmodium, em amostras de sangue de
residentes em areas de foco de malaria de 16 municipios do estado de
Séo Paulo, com positividade geral de 10,8%.

3. Foram realizados ensaios de nested PCR espécie-especifico para
amplificacdo de ssrRNA e DHFR-TS, nas amostras positivas por gPCR
para o género Plasmodium, com positividade de 26%. Dentre as 20
amostras positivas por nested PCR, 16 foram identificadas como P. vivax
e quatro como P. malariae.

4. Foi determinada a prevaléncia de infecgbes assintométicas em cada um
dos municipios analisados, revelando a conveniéncia de utilizacdo de

protocolos moleculares para a vigilancia epidemiolégica da malaria.
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