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DNA Acido Desoxirribonucléico

dNTP Desoxinucléico trifosfato

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay
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FUNASA Fundacdo Nacional de Saude

GE Gota espessa
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pb pares de bases
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PCR Reacdo em Cadeia da Polimerase
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1.1. HISTORICO

Relatada desde a mais remota antigliidade, a malaria € atualmente uma
das principais endemias conhecida pelo homem. Possivelmente seja mais
antiga que a humanidade, visto que esses parasitos foram encontrados em
répteis do periodo Permiano e Triassico. No Egito mumias com mais de 3 mil
anos de idade apresentavam esplenomegalia e vérios fara6s morreram da
“Febre do Nilo”. Pessoas como Cleopatra e o Imperador Alexandre “o Grande”
contrairam essa doenca, levando-o a Obito (Pessoa & Martins, 1988; Deane,
1992; Boulos, 1998; Rey, 2001a).

Em vérias outras partes do mundo, como a China no ano de 2700 a.C. e
a india entre 1500 a 800 a.C., ja se mencionavam febres intermitentes tercé e
quartd com esplenomegalia. Na Grécia, os relatos apontam a malaria como
conhecida desde 1000 anos antes de Cristo, onde foi bem caracterizada pelos
médicos gregos que descreveram os tipos febris cotidiano, tercd e quarta. Nos
anos entre 314 a 370 a.C., Hipécrates foi o primeiro a associar a
esplenomegalia e hepatomegalia com a doenca e a relacionar a cura do doente
com a diminui¢do do bago e figado. Ele observou também a coloracéo escura
das visceras, que 22 séculos depois levou Meckel em 1874 a demonstrar ser
devido a um pigmento. Virchow em 1874 demonstrou ser intracelular e Laveran
1880 descobriu os plasmadios e recebeu o Prémio Nobel de 1907 (Pessoa &
Martins, 1988; Deane, 1992).

Por sua vez o médico italiano Giovanni Maria Lancisi em 1717 sugeriu
qgue a transmissado das febres intermitentes se dava por mosquitos ligados aos
pantanos. Muitos outros pesquisadores como Alphonse Laveran (1884), Robert
Koch (1892) e Patrick Manson (1894) aceitaram a idéia baseados no fato de
gue no sangue retirado de um doente, s6 depois de algum tempo, aparecem 0s

“flagelos”, que nunca se encontram na circulacdo sangtiinea (Deane, 1992).
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Ronald Golgi e colaboradores, em 1885, descreverem o ciclo assexuado
do parasita e correlacionaram as varias formas, que aparecem no sangue, com
os tipos clinicos da malaria. O ciclo esporogoénico foi demonstrado por Manson
em 1894. Esse mesmo pesquisador em 1898 observou os primeiros estagios
de desenvolvimento dos parasitas da malaria humana em mosquitos, porém
ndo descreveu o ciclo completo. A transmissdo da malaria através dos
mosquitos foi elucidada por Ronald Ross em 1897. Por essa descoberta ele
recebeu o Prémio Nobel de Medicina em 1902. Em 1898 os italianos, Grassi,
Bastianelli e Bignami em 1899 descreveram, pela primeira vez, o
desenvolvimento completo do parasito da malaria nos anofelinos. Entre 1898 e
1899 conseguiram demonstrar o ciclo sexuado das trés formas de maléaria. A
descoberta dos transmissores da malaria levou imediatamente a tentativas de
seu controle (Pessoa & Matrtins, 1988; Deane, 1992).

Muito antes, porém, o mosquito era considerado apenas como possivel
transmissor da doenca. Em Roma, a malaria muitas vezes era associado ao
pantano. Os romanos nao s6 ligavam a malaria aos pantanos como 0s
drenavam para reduzir a prevaléncia da doenca. A maior contribuicdo romana
veio de Marcus Terentius Varro, no ano 35 a. C., que fez referéncia as febres
intermitentes como sendo causadas por seres pequenissimos, invisiveis,
existentes no ar dos pantanos. Outro romano, Lucius Junius Columella no ano
50 d.C., usando o mesmo conceito, acrescentou que 0s pantanos criavam

insetos que atacam com seus ferrées (Boyd, 1949, Deane, 1992).

1. 2. SITUACAO EPIDEMIOLOGICA DA MALARIA NO MUNDO E NO
BRASIL

Nos Udltimos anos a maléaria adquiriu particular importancia, devido a

extensa distribuicdo geogréfica e a sua atuacdo como fator limitante do
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crescimento demografico, cultural e econémico em vastas areas do mundo,
particularmente nos paises em desenvolvimento (Veronesi & Focaccia, 1997).

Segundo dados da Organizacao Mundial de Saude (OMS), cerca de 2,4
bilhdes de pessoas, equivalente a 40% da populacdo mundial, vivem em areas
onde ha risco de transmissdo da maléria, abrangendo 90 paises. A prevaléncia
mundial esta estimada em 300 a 500 milhdes de casos clinicos por ano,
sendo que noventa por cento das mortes ocorrem na Africa Tropical, regi&o
situada ao sul do Deserto do Saara- principalmente entre criangcas pequenas
(Bremen, 2001; Greenwood & Mutabingwa, 2002).

Estima-se que ocorram de 1,5 a 2,7 milhdes de ébitos por ano, a grande
maioria na Africa. Aproximadamente 1 milhdo destas mortes ocorrem em
criancas abaixo de 5 anos de idade, sobretudo em areas rurais distintas com
acesso precario aos servicos de saude, tendo como causa Unica a malaria ou a
mesma associada a outras doengas como diarréia, pneumonia e desnutri¢cao.
Considera-se que os paises da Africa Tropical contribuem com mais de 90%
das mortes (WHO, 2001). Nos ultimos anos, varias reunides internacionais de
organismos ou financiadores de programas de saude, liderados pela OMS,
reafirmaram ser a maléria questdo prioritdria no mundo e particularmente na
Africa, ao sul do Saara (Rey, 2001b).

A maléaria mata uma crianca a cada 30 segundos na Africa. Muitas
criancas que sobrevivem a episédios de malaria grave podem sofrer de
incapacidades de aprendizagem ou lesdes cerebrais. Mulheres gravidas e seus
bebés sédo especialmente vulneraveis a maléria, que é uma causa importante
de mortalidade perinatal, baixo peso a nascenca e anemia materna. O
Plasmodium falciparum é o mais frequente na Africa sendo responsavel em
grande parte pela elevada mortalidade nesta regido. Do total de numero de
casos registrados anualmente pela OMS (excluindo a Africa) mais de 2/3 estéo

concentrados em apenas 6 paises: india, Brasil, Siri Lanka, Alfeganistéo,
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Vietnd e Coldmbia. Em cada um destes paises a malaria esta concentrada em
determinadas areas (WHO, 1994; WHO, 2002).

A incidéncia da malaria predomina nos paises tropicais da Africa, Asia,
América Latina e Caribe, em éareas de fronteiras de desenvolvimento
econdmico, de conflito armado, de comércio ilegal e de movimentos migratérios
de trabalhadores ou de refugiados. Predomina, ainda, em paises endémicos
que nunca chegaram a desenvolver programas nacionais de controle da
doenca, como é o caso da maioria dos paises africanos situados ao sul do
Saara (Figura 1) (Veronesi & Focaccia, 1997).

De acordo com a espécie do plasmédio, a malaria esta distribuida em
areas distintas: nas regides tropicais e subtropicais da América do Sul,
expostas a niveis de transmissdo moderada ou baixa, os P. vivax e P.
falciparum sdo os agentes habituais. Também no sul da Asia, essas espécies
sao responsaveis por focos de transmissdo estaveis, em geral com baixa taxa
de incidéncia. Transmiss&o de grande intensidade, envolvendo P. falciparum e
P. vivax, ocorre em quase toda Africa tropical, com excecdo dos desertos, de
lugares muito elevados e algumas zonas urbanas, ocorrem ainda o P. malariae
e P. ovale. O P. malariae é encontrado na maioria das areas, porém é bem
menos comum. O P. ovale é relativamente raro fora da Africa (Pessoa &
Martins, 1988; Rey, 2001c).

No Brasil a malaria acometia cerca de seis milhdes de brasileiros por
ano na década de 1940, em todas as regifes do pais. As mudancas sociais
ocorridas e o intenso trabalho de controle desenvolvido por meio da
Campanha de Erradicacdo da Malaria — CEM, possibilitaram o relativo controle
da doenca, passando a apresentar uma ocorréncia de menos de 100 mil casos
anuais e restringindo-se as areas de proximidade da floresta na Amazodnia
Legal, que corresponde aos Estados do Acre, Amapa, Amazonas, Maranh&o,
Mato Grosso, Para, Rond6nia, Roraima e Tocantins (FUNASA, 2001).
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A penetragdo de grandes espacos da Amazodnia foi intensificada nos
anos 70 e 80, acelerando o processo migratério de individuos procedentes
de Estados das outras macro-regides brasileiras, atraidos por projetos de
colonizacdo, agropecuarios, abertura de rodovias, hidrelétricas e pela
mineragdo (Marques & Gutierrez, 1994).

Atualmente, a incidéncia da malaria no pais esta concentrada nos
estados da Amazonia Legal, com mais de 99% dos casos registrados.
Trata-se de uma regido onde predomina a floresta tropical umida, intercruzada
por complexa malha hidrografica, de elevada pluviosidade, temperatura anual
média elevada e de relevo pouco acidentado (Escobar,1994). Possui
caracteristicas geograficas e ecoldgicas altamente favoraveis a interacédo
do plasmodio e do anofelino vetor, favorecendo a transmissdo perene
da malaria, com exacerbacdes da endemia e surtos epidémicos nas areas
periféricas de ocupacéao (Tauil, 1986 ).

Nesta regido, a maléria ndo estd homogeneamente distribuida, incidindo
principalmente em populac¢des vivendo em condi¢des insatisfatorias de
habitacdo e trabalho. Estas populacdes estéo relacionadas a ocupacgao
desordenada de terras, a exploracdo manual de minérios, a projetos de
assentamento e colonizag&o agraria e a intensa migracdo da zona rural para a
periferia das cidades (OPAS, 2000).

Considerando-se a capacidade de combinacdo destes fatores que
participam da transmissao e a evolugcdo da doenca, podem ser identificados
estratos de risco (alto, médio, baixo e sem risco) no territorio brasileiro. No
primeiro, a incidéncia é muito elevada, em torno de 70 casos por 1.000
habitantes, no de médio risco, de 5 por 1.000, no de baixo risco, esta incidéncia
cai para 0.1 por 1.000 e é zero na regido extra-amazoénica, ou seja, sem risco
de transmissdao (Figura 2) (Marques & Gutierrez, 1994).A notificacdo de maléria
e feita com base no resultado positivo do exame periférico de sangue. O ano
de 1999 apresentou uma elevacgao importante no numero de casos de malaria

além das frequiiéncias mensais usuais, atingindo cerca de 73 mil casos no més
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de pico (agosto) e totalizando o ano com mais de 632 mil casos da doenca.
Este fato alertou as autoridades do setor saude do Brasil e desencadeou uma
série de acOes intensificando o controle na regido Amazoénica. Essas acdes
inverteram a tendéncia de crescimento na Amazoénia Legal, propiciando uma
reducdo de 3,8% no numero de casos de maléria registrados no ano de 2000.
Neste ano, foram notificados 608.678 casos da doenca em todo o Brasil,
sendo 522.539 casos somente na regidao Norte (Amazonas, Par4 e Rondbnia,
responsaveis por 76% dos casos relatados) prevalecendo as infeccbes pelo P.
vivax ( 80,8%) e P. falciparum ( 19,2%), 79.228 no Nordeste, 6.192 no
Centro-Oeste, 515 no Sudeste e 204 na regido Sul do pais (FUNASA,
2001a,b ). Em 2001, foram registrados 387.330 casos de maléaria no pais
(Agéncia Brasil, 2002) .
Nos estados das demais regides do pais, 0s casos registrados séo

guase totalmente importados da regido amazonica ou de outros paises onde
ocorre transmissdo (FUNASA, 2001).

1.3. BIOLOGIA DO PARASITO E DO MOSQUITO VETOR

No homem, a malaria é causada por parasitos que estdo classificados
no filo Protozoa, classe Sporozoa, familia Plasmodiidae, género Plasmodium,
ao qual pertencem quatro espécies: Plasmodium malariae (Laveran, 1881),
Plasmodium vivax (Grassi e Feletti, 1890), Plasmodium ovale ( Stephens,
1922), Plasmodium falciparum ( Welch, 1897). Destas quatro espécies, o P.
vivax € 0 mais amplamente distribuido pelas zonas tropicais e subtropicais do
globo. O P. falciparum comparado as outras espécies, causa maior morbidade
e mortalidade, e apresenta-se hoje com grave problema terapéutico, devido a
crescente resisténcia a cloroquina e outras drogas, ja verificada na maioria

das zonas endémicas conhecidas.
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Os parasitos sao transmitidos de uma pessoa a outra através da
picada do mosquito fémea do género Anopheles (Diptera: Culicidae). So6 as
fémeas sdo transmissoras naturais pois elas sdo hematofagas. Os machos
alimentam-se de néctar e sucos vegetais. Esse género compreende cerca de
400 espécies, das quais apenas 60 sdo transmissores naturais e 30 sédo de
maior importancia epidemioldgica (Bruce Chuwatt, 1985). Na regido Neotropical
existem varias espécies que sado vetores primarios de plasmddios humanos,
entre eles podemos citar. Anopheles darlingi, An. deaneorum, An. albitarsis,
An. truneztovari. Na Africa do sul ao sul do Saara os vetores principais sdo
Anopheles gambiae e Anopheles funestus. O An. darlingi € o de maior
importancia epidemioldgica pela sua grande distribuicdo no territorio nacional,
atingindo todo o interior do pais, pelo alto grau de antropofolia e endofagia
(Veronesi & Focaccia, 1997).

Os anofelinos se reproduzem na agua, onde além dos ovos vivem larvas
e as pupas. Tém como criadouros preferenciais colecbes de agua limpa ou
salobra, quente, sombreada e de baixo fluxo, situacdo muito frequente na
Amazonia.

O ciclo evolutivo de todas as espécies de Plasmodium é complexo. Ao
picar um homem suscetivel, os mosquitos do género Anopheles inoculam na
corrente sanguinea, junto com a saliva, 0s esporozoitas (forma infectante).
Esta forma permanece no sangue por até 30 minutos até alcancarem o figado
e penetrar nos hepatocitos, onde evoluem (ciclo exoeritrocitario). Este
processo é concluido apos um periodo variavel, de acordo com a espécie
infectante; multiplicando-se de forma assexuada, cada esquizonte dara origem
a milhares de merozoitas (de 10 a 40 mil), que ganham os capilares intra-
hepéticos. Os merozoitas liberados invadirdo os eritrocitos, passando a
denominar-se trofozoitos, multiplicam-se novamente produzindo cerca de 8-
32 novos merozoitas (dependendo da espécie), dentro de um esquizonte.
A esquizogonia eritrocitica requer aproximadamente 36-48 horas para P.

falciparum, 48 horas para P.vivax e P. ovale, 72 horas para P. malariae.
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Ha, entdo ruptura das células infectadas, com liberacdo dos merozoitas, que
invadem outros glébulos vermelhos e déo origem as manifestacdes clinicas da
doenca (Figura 3). As manifestacdes clinicas da malaria, sobretudo febre,
calafrio e anemia, estdo associadas com a ruptura sincronica dos eritrocitos
infectados. Porém, no caso do P. ovale e P. vivax , algumas formas — o0s
hipnozoitas — permanecem latentes no figado, por meses ou anos, sendo
responsaveis por recaidas.

Alguns merozoitas diferenciam-se em gametocitos “femininos” e
“masculinos” (macrogametocitos e microgametocitos, respectivamente). Estes
gametdcitos poderdo ser sugados por uma fémea do Anopheles durante um
repasto sanguineo, e seguirdo seu desenvolvimento no mosquito vetor,
produzindo um zigoto, que vai desenvolver uma forma invasiva, o oocineto, que
caminha para a parede do estdmago se transformando num oocisto. Com o0
inicio da fase de esporogonia, esse oocisto cresce e se divide, produzindo
milhares de esporozoitas, que migram pelo corpo e invadem as glandulas
salivares do mosquito, estando em condi¢cdes de serem injetados, através de

sua picada, em outro hospedeiro.

1.4. TRANSMISSAO

A transmissao é produzida como resultado de fatores de natureza
biolégica, ambiental, socioeconémica e cultural. O parasita, 0 mosquito
transmissor e o0 homem constituem-se nos elementos primarios da
transmissdo. Sao influenciados pelas caracteristicas do ambiente, condigfes
de vida, moradia e trabalho das populacdes (Tauil, 1986 ).

Como vimos anteriormente, em condi¢cdes naturais, a transmissdo da
malaria ocorre por meio de picadas de mosquitos infectados. Contudo, pode

ser transmitida de maneira acidental, como resultado de transfusdo sanguinea
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cujo doador esteja infectado ou entre dependentes de droga injetavel, que
partiiham o uso de seringas contaminadas. Apesar de pouco frequente,
a transmissdo congénita pode ocorrer em filhos de maes infectadas
(Hulbert, 1992 ). A baixa frequéncia desta transmissdo tem sido explicada
com base na eficiéncia da barreira placentaria e na imunidade adquirida

pelas mulheres em zonas endémicas (Veronesi & Focaccia, 1997)

1.5. MANIFESTACOES CLINICAS

Dependendo da espécie de plasmoddio infectante e do grau de
imunidade do hospedeiro humano, a malaria apresenta uma ampla
variedade de manifestac¢des clinicas. Geralmente, as infec¢bes causadas pelo
P. vivax, P. malariae, ou P. ovale sdo benignas e com mortalidade
praticamente ausente. Entretanto, as causadas pelo P. falciparum,
apresentam um quadro clinico geralmente grave, com inUmeras complicacdes
e significativa mortalidade, particularmente em hospedeiros nao—imunes.
(Kreier, 1980a) .

O periodo de incubacéo varia de acordo com a espécie de plasmédio de
8 a 30 dias. O paroxismo febril inicia-se com calafrios, de maior ou menor
intensidade e duracdo, dependendo da gravidade do quadro e da espécie de
plasmadio envolvida. Durante o periodo de calafrios, em geral por poucas
horas, os doentes tem a sensacdo de mal estar, cefaléia, dores musculares e
articulares generalisadas e manifestacfes digestivas, tais como nauseas,
vomitos e dor abdominal intensa ( Burattini, 1999).

ApOs a fase inicial, a febre assume um carater intermitente, dependendo
do tempo de duracéo dos ciclos eritrociticos de cada espécie de plasmédio: 48
horas para P. falciparum e P. vivax (malaria terca) e 72 horas para P. malariae

(maléria quartd). Entretanto, a constatacéo desta regularidade € pouco comum
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nos dias atuais, em decorréncia do tratamento precoce, realizado na fase de
assincronismo das esquizogonias sanguineas, pela infec¢do por populacées
distintas de plasmaédio e infeccdo em primo-infectados por retardo da resposta
imune especifica (FUNASA, 2001d).

Com a instalacdo do quadro infeccioso, surgem anemia e
hepatoesplenomegalia, que vao acentuando-se com a evolugcdo da
enfermidade. As formas clinicas mais graves associadas ao P. falciparum,
favorece o comprometimento do sistema nervoso central, determinando a
malaria cerebral, que é responsavel pela maioria das mortes. A doenca cursa
com acentuado comprometimento do estado geral e com frequéncia leva a
manifestacbes cerebrais, renais, hepéaticas, pulmonares e gastrointestinais
(Philipps & Solomon, 1990).

1.6. TRATAMENTO E CONTROLE

O tratamento da maléaria visa a interrupcdo da esquizogonia sanguinea,
responsavel pela patogenia e manifestagfes clinicas da infeccdo. Entretanto,
pela diversidade do seu ciclo biolégico, é também objetivo da terapéutica
proporcionar a erradicacdo de formas latentes do parasito no ciclo tecidual
(hipnozoitas) da espécie P. vivax, evitando assim recaidas, como também a
reducdo de fontes de infeccdo, pelo uso de drogas que eliminam as formas
sexuadas dos parasitos (FUNASA, 2001c)

A decisdo de como tratar o paciente com maléria deve ser precedida de
informacBes sobre os aspectos da gravidade da doenca, espécie de
plasmadio, idade do paciente, histéria de exposi¢cdo anterior a infeccdo e
susceptibilidade dos parasitos aos antimalaricos convencionais (FUNASA,
2001c) .

11
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Um dos antimalaricos mais utilizados do mundo é a cloroquina, droga
que atua como esquizonticida eritrocitario nas quatro espécies de plasmadio
que parasitam o0 homem, atuando como gametocida nas infec¢cdes pelo
Plasmodium vivax e P. malariae (Gomes, et al., 2001). Em associacdo com a
cloroquina, no tratamento de P. vivax, € utilizada a primaquina, para evitar
recidivas, pois suprime as formas tissulares hepéticas nos individuos tratados,
e é ativa contra gametdcitos de todas as espécies de malaria humana (WHO,
1991a).

Nas infeccbes pelo P. falciparum, em areas que apresentam resisténcia
a cloroquina, é recomendado o tratamento com quinino gque atua como
esquizonticida sanguineo, em associagdo com o0 antibidtico doxiciclina ou
tetraciclina (FUNASA, 2001c).

Na primeira década de 1980, na Amazonia brasileira, foi introduzida a
mefloquina como tratamento de primeira linha de infec¢gbes por P. falciparum,
sendo considerado o medicamento de melhor atuagédo pelo fato de levar ao
rapido desaparecimento das formas assexuadas (Silveira & Rezende, 2001).

Os derivados da artemisina (artesunato ou artemeter), estdo entre as
mais novas e eficazes drogas antimalaricas. Podem levar a uma rapida
diminuic&o da parasitemia e continuam sendo reservados para a maléria grave
com complicacdes (WHO, 1994b )

A resisténcia do P. falciparum a diversos antimalaricos, vem tornando o
seu tratamento um dilema para o médico e um desafio para as autoridades de
saude responsaveis pelo controle da malaria (OPAS/OMS, 2000).

Uma nova estratégia global de luta contra a malaria, foi introduzida pela
Organizacdo Mundial de Saude, durante a Conferéncia Ministerial em Malaria,
realizada na Holanda, em 1992. Os primeiros elementos basicos referidos pela
OMS, foram o diagnéstico precoce e o tratamento rapido ( WHO, 1992). Com
esta  iniciativa, € alcancada uma importante conquista no Brasil, com a

reducdo das formas graves, associadas ao P. falciparum, que se reflete
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no declinio da mortalidade por malaria (FUNASA, 2001). Com o objetivo de
reverter a tendéncia de crescimento dos casos de malaria registrados no ano
de 1999, o Ministério da Saude, por intermédio da FUNASA, lancou um Plano
de Intensificacdo das Acdes de Controle da Malaria na Regido Amazobnia
(PIACM). O investimento total foi da ordem de R$ 145,7 milhdes, e as
estratégias estdo baseadas na descentralizacdo do diagnéstico e tratamento
para os estados e municipios, de forma a ampliar e tornar mais rapido o acesso
das populacbes da Amazbnia, no reforco das acbes de combate ao vetor
(borrifagbes domiciliares), além de intervencbes ambientais (drenagem e
limpeza de igarapés) nas areas urbanas acometidas por malaria, como
Manaus e Porto Velho (FUNASA, 2001). Em 2002, a meta da FUNASA é
reduzir a malaria em mais 30% dos casos em relacdo a 2001 (Agéncia Brasil,
2002)

Visando obter uma medida definitiva no controle da endemia, o
desenvolvimento de vacinas contra a malaria tem sido, nos ultimos 20 anos,
um dos alvos principais da investigacéo cientifica na luta contra esta doenca

( Veronesi & Focaccia, 1997).

1.7. DIAGNOSTICO CLINICO E LABORATORIAL DA MALARIA

1.7.1. Clinico

Por orientacdo dos programas oficiais de controle, em situacdes de
epidemia e em areas de dificil acesso da populacdo aos servicos de saude,
individuos com febre sé@o considerados portadores de maléaria. Entretanto, os
sintomas da malaria sdo extremamente inespecificos, ndo se prestando a
distincdo entre a malaria e outras infeccbes agudas do homem. Além disso,

individuos semi-imunes ao plasmodio podem ter parasitos da malaria sem
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sintomas da doenca. Portanto, o fundamental no diagnéstico clinico da
malaria, tanto nas areas endémicas como nas ndo endémicas, € sempre
pensar na possibilidade da doenca. Como a distribuicdo geografica da malaria
ndo € homogénea nem mesmo nos paises onde a transmissdo € elevada
torna-se importante, durante a elaboracdo do exame clinico, resgatar
informacdes sobre a area de residéncia ou relato de viagens indicativas de
exposi¢do ao parasito. Além disso, informagBes sobre transfusdo de sangue
ou uso de agulhas contaminadas podem sugerir a possibilidade de malaria
induzida (FUNASA, 2001c).

As principais afec¢des que fazem parte do diagndstico diferencial séo
aguelas que tem uma evolucao febril, apresentam hepatoesplenomegalia e
podem cursar com anemia. Os sintomas iniciais podem ser confundidos com a
influenza ou outras viroses autolimitadas, bastante comuns em zonas
endémicas de malaria. Da mesma forma, deve ser diferenciada da
leishmaniose visceral, esquitossomose, toxoplasmose aguda, febre tifoide,
hepatite infecciosa, doenca de chagas aguda, tuberculose miliar, e de outros
processos febris (OMS, 1991).

1.7.2. Laboratorial:

O método parasitolégico da gota espessa é o0 mais utilizado no
diagnéstico laboratorial da malaria. Referido por apresentar vantagens como a
possibilidade da identificacdo da espécie e estagio de desenvolvimento do
plasmadio infectante, ser quantificavel e de baixo custo, tem com o limitacdes,
além dos problemas inerentes aos cuidados técnicos no preparo dos
reagentes, a limitada sensibilidade, principalmente em amostras de sangue
com baixas parasitemias, e a necessidade de microscopistas bem treinados

para confiabilidade dos testes (Avila et al., 1996).
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Testes imunologicos baseados na deteccdo de anticorpos especificos
contra o0 parasito, tem sido propostos como alternativos a gota espessa.
Entretanto, além de apresentarem sensibilidade baixa, sdo incapazes de
discriminar uma infeccdo passada de uma presente. Entre os testes
sorolégiocos mais usados para a deteccdo de anticorpos contra a malaria
estdo a imunofluoréscéncia indireta (IFI) e 0 ensaio imunoenzimatico ( ELISA),
0S quais podem ser Uteis para inquéritos soroepidemiolégicos, com a
determinacdo da endemicidade de uma determinada area ou a identificacao de
um provavel foco da doenca (Kreier, 1980b).

Nos ultimos dez anos, métodos rapidos, praticos e sensiveis vém sendo
desenvolvidos. O primeiro deles foi 0 QBC® (Quantitative Buffy Coat). E uma
técnica que combina a concentracdo dos parasitos pela centrifugacdo do
sangue em tubos de micro-hematdécrito e a coloracdo dos acidos nucléicos
(DNA e RNA) do parasito pelo fluorocromo laranja de acridina. E um teste
sensivel e especifico, Gtil para bancos de sangue, principalmente de areas
endémicas, porém € uma técnica de alto custo financeiro. Embora varios
estudos tenham mostrado a eficiéncia do QBC para o diagnostico da
malaria, analises mais recentes tém demonstrado que, embora mais rapido e
mais objetivo, o0 QBC ainda ndo se mostrou superior a gota espessa no
diagndstico parasitolégico da malaria ( FUNASA, 2001).

Um grande avanco na metodologia diagndstica da malaria foi
conseguido a partir de 1993, com o desenvolvimento de ensaios rapidos
baseados na captura qualitativa de um antigenos de Plasmodium falciparum.
Conhecido comercialmente como ParaSight-F® ( Becton Dickinson, Franklin
Lakes, N.J.), a proteina 2, rica em histidina (HRP2Pf), detecta apenas
parasitos de P. falciparum. O ICT Malaria Pf /P.v (ICT Diagnostic, Sydney,
Australia), detecta tanto antigenos especificos de P. falciparum o (HRP2)
como o antigeno pan-malarial encontrado em P. falciparum e P. vivax. Os
trabalhos de Tham et al., (1999) e Tjtra et al., (2001) demonstraram resultados

falsos-positivos de pacientes assintomaticos apos o término do tratamento.
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O OptiMAL ( Flow Inc., Portland, Oreg.) utiliza anticorpos policlonais e
monoclonais marcados com ouro e dirigidos contra a enzima desidrogenase
do lactato, especifica do parasita (pDHL), presente no sangue total do
paciente. O OptiMAL diferencia as quatro espécies de Plasmodium
associada com a malaria humana ( P.vivax, P. falciparum, P.ovale e
P. malariae) (Igbal, et al ., 1999). Apesar de ser rapido, pratico e nao
necessitar experiéncia do técnico laboratorial, a literatura relata casos de
diagnéstico falsos-positivos (Cooke et al., 1999; Rubio et al., 2001).

Com o avanc¢o no desenvolvimento de tecnologias para o diagndstico de
doencas infecciosas baseadas na deteccdo dos acidos nucléicos, varias
técnicas de Biologia Molecular tem sido aplicadas no diagndstico de infec¢cbes
por espécies de Plasmodium que infectam o homem ( Weiss, 1995).

O rRNA ribossomal é, geralmente, o mais abundante em acidos
nucléicos, constituindo-se em alvo légico para sistemas sensiveis de deteccéo
diagnostica. A sequéncia da SSU rRNA (subunidade pequena) exibe
consideravel diversidade espécie-especifica localizada. S&o essas regides que
representam os alvos e a base para o desenvolvimento de varias abordagens
moleculares.

A subunidade pequena do rRNA representa cerca de 30% do RNA total
e aproximadamente 70% do SSU rRNA do Plasmodium é diferente do SSU
rRNA humano. Com a determinac¢do da sequéncia nucleotidica da subunidade
pequena do acido ribonucléico (SSU rRNA) plasmodial, foi possivel o
desenvolvimento de sondas espécie—especificas para a deteccdo de
plasmaodios ( McCutchan et al., 1988; Water & McCutchan, 1989; Snounou et
al., 1993).

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction -
PCR), descrita por Kary Mullis, em 1985, € uma técnica que permite a sintese
enzimatica in vitro de sequéncias especificas de DNA através do uso de dois

oligonucleotideos que hibridizam em fitas opostas. A reacdo consiste numa
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série  repetitiva de ciclos com  diferentes temperaturas, as quais
correspondem a desnaturacdo do DNA molde, ligacdo dos oligonucleotideos e
extencdo dos mesmos pela enzima Tag DNA polimerase (Steffan & Atlas,
1991). Uma caracteristica fundamental da PCR é que os produtos de um ciclo
de amplificagdo servem como moldes para a sintese subseqiente. Pela
repeticdo destes ciclos, obtém-se uma sintese de DNA exponencial, ja que
em cada ciclo o numero de segmentos de interesse € duplicado. Teoricamente,
apos 20 ciclos de amplificagcdo, um milhdo de copias sé&o obtidas ( Erlich,
1989).

A “nested” PCR é uma variacéo da técnica de PCR, em que geralmente
sdo necessarios dois conjuntos de oligonucleotideos iniciadores da reagéo: na
1° utiliza-se um par de oligonucleotideos com homologia da regido externa
do DNA alvo e na segunda , que utiliza como molde o produto da 1° reacdo, o
outro par de oligonucleotideos que tem homologia com a regido mais interna.

As principais vantagens das técnicas baseadas em PCR na deteccéo de
DNA sao a sensibilidade com que podem detectar patégenos e a rapidez com

que a identificacdo do parasito pode ser feita.
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Figura 1. Distribuicdo da malaria no Mundo
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Figura 2. Situacdo da Maléaria no Brasil
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Figura 3. Ciclo Biologico do Plasmodium no homem
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RESUMO

No presente estudo, abordagens moleculares foram utilizadas para o
diagnéstico género-especifico da maléria em pacientes submetidos a tratamento,
nos municipios de Monte Negro e Campo Novo no Estado de Ronddnia.
Avaliamos o limite de deteccdo de DNA através das técnicas de PCR simples,
“hemi nested” PCR (HNPCR) e “hemi nested” PCR em um Unico tubo
(STHNPCR) em ensaios realizados com diluicdo seriada de sangue de pacientes
infectados com Plasmodium falciparum. Comparamos a sensibilidade dos testes
utiizando duas metodologias de extragdo na preparacdo das amostras
sanguineas para serem processadas através da PCR: o Chelex e a Saponina.
Com o Chelex, a PCR simples mostrou um limite de deteccdo de 700
parasitos/ul, enquanto que com a Saponina o0 limite de deteccao foi de 70
parasitos/ul. A HNPCR e a STHNPCR apresentaram limites semelhantes de
deteccdo sendo de 7 parasitos/ul através da extragcdo do Chelex e de 0,007
parasitos/ul pela  Saponina. Para 0s experimentos subsequentes, foi

selecionada a extracdo pela Saponina, em vista da obtencdo de melhores

29



resultados. As amostras sanguineas de 30 pacientes em tratamento para malaria
foram estudadas através da microscopia 6tica, PCR simples e HNPCR. De cada
paciente foram coletadas duas amostras em ocasifes diferentes. A 1° coleta foi
realizada no 4° e 8° dia de tratamento antimaldrico, enquanto que a 2° amostra foi
coletada 48 horas ap0s. Todos os pacientes deram resultados negativos tanto
para microscopia oOtica quanto para PCR simples. O percentual de positividade da
HNPCR manteve-se em torno de 50% nas duas coletas pods-tratamento, sendo
capaz de detectar o DNA do parasito mesmo em pacientes que se tornaram
assintomaticos. Nao foi demonstrado associacao significativa entre a presenca de
manifestacdes clinicas e a positividade pela HNPCR. Os resultados desta
pesquisa sugerem que abordagens sensiveis como a nested PCR poderdo ser
Gteis no monitoramento da parasitemia e resposta clinica de individuos em
tratamento especifico, nas situacdes de oligoparasitemia e na intercepcao da

cadeia de transmissao epidemiologica da doenca.

ABSTRACT

In the present study, molecular approaches were for the genus specific diagnosis
of Plasmodium in patients under malaria treatment from the municipalities of
Monte Negro and Campo Novo, Rondonia State. The detection limit of the
simple PCR, heminested PCR (HNPCR) and single tube hemi nested PCR
(STNPCR) were determined using serial dilutions of blood from patientes infected
with Plasmodium falciparum. Two techniques for DNA extraction were compared: :

Chelex and Saponine. When the samples were processed with Chelex the simple
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PCR was able to detect 700 parasites/ul. In contrast, the when the samples were
processed with Saponine the detection limit was 70 parasites/ul. The detection
limit presented by both  HNPCR and STHNPCR were similar, although Chelex
was less effective than Saponine (detection limits of 7 parasites/ul and 0.007
parasites/ul, respectively). Thus, the samples were processed by Saponine in the
subsequent experiments. Blood samples from 30 patients being treated against
malaria were tested by optical microscopy, simple PCR , and HNPCR. Two
samples were collected from each patient in different time points. The first sample
was collected 4-8 days after treatment and the second, 48 h later. During
treatment, all patients were negative concerning optical microscopy and simple
PCR. HNPCR was positive in 50% of the patients in both time points, being able
to detect DNA even in asymptomatic patients. There was no significant association
between presence of clinical manifestations and positivity by HNPCR. The results
suggest that HNPCR may be useful for monitoring treatment and detecting
oligoparasitemic patients, contributing for interruption of the transmission of

malaria.
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INTRODUCAO

A maléria € uma doenca infecciosa, ndo contagiosa, de evolucéo cronica,
com manifestacbes episddicas de carater agudo, que acomete milhdes de
pessoas nas zonas tropicais e subtropicais do globo. E talvez a mais antiga das
doencas parasitarias que acometem o homem (Veronesi & Focaccia, 1997).

A microscopia direta, historicamente tém sido o principal método utilizado
no diagndstico laboratorial da maléria. A gota espessa e o esfregago sanguineo
apesar de terem custo reduzido, permitirem a diferenciacao da espécie plasmodial
bem como a determinacdo quantitativa da parasitemia, apresentam fatores
limitantes, especialmente quando usados em individuos oligoparasitados, pois
apresentam baixa sensibilidade ( Avila et al., 1996).

Recentemente, foi desenvolvido o teste do tubo QBC (Quantitative Buffy
Coat), que apesar de ser mais rapido e pratico do que 0s exames microscopicos
convencionais, apresenta algumas dificuldades em distinguir a espécie de
plasmadio (Ciceron, 1999). Testes imunocromatogréaficos de execucdo simples
e rapida estdo sendo desenvolvidos e aplicados no diagndéstico da malaria,
porém esses testes detectam antigenos circulantes no sangue mesmo apds o
tratamento antimalarico e nédo possuem alta sensibilidade (Tjitra et al., 2001).

Com o avango no diagndstico de doengas infecciosas através do método
baseado na Reag¢do em Cadeia da Polimerase (PCR), inclusive no diagndstico
da malaria, foi desenvolvido a técnica de nested —-PCR, que € uma variacdo da
PCR classica. Nessa abordagem, bastante sensivel, geralmente sdo necessarios
dois conjuntos de oligonucleotideos em reacdes subseqientes: na primeira
reagdo utiliza-se uma par de oligonucleotideos com homologia em regido externa
ao DNA alvo e na segunda, utiliza-se como molde o produto da primeira reacao.
Esta tecnologia aumenta a sensibilidade do teste e diminui a quantidade de
inibidores presentes na amostra (Schindler et al., 2001).

Devido ao crescente numero de casos diagnosticados nos ultimos anos,

a resisténcia de algumas espécies de plasmddio as drogas antimalaricas, e a
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deteccdo dos parasitos em individuos assintomaticos, o diagnostico rapido e um
tratamento precoce e eficaz tornaram-se elementos fundamentais para o
controle da malaria (WHO, 2000). Além disso, dada a possibilidade de
transmissdo da malaria a partir de pacientes oligoparasitémicos, é relevante o
desenvolvimento de testes diagndsticos sensiveis.

No presente trabalho, abordagens moleculares foram utilizadas para o
diagnostico género-especifico da malaria humana em pacientes submetidos a
tratamento, provenientes de uma zona endémica do Estado de Rondonia.
Avaliamos trés métodos de diagndéstico baseado na PCR: PCR simples, * hemi-
nested” PCR e a “ hemi-nested” PCR em um unico tubo.

Esperamos assim, validar um método para o diagndstico da malaria, que
seja de grande auxilio na deteccao de individuos oligoparasitados, podendo ser
utilizado na triagem de doadores de sangue de areas endémicas, monitoramento
da resposta clinica e terapéutica em pacientes sintomaticos e identificacdo de
portadores assintomaticos e que possa contribuir na intercepcdo da cadeia de

transmissdo epidemiologica.
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OBJETIVO GERAL

Avaliacdo de um método diagnostico baseado em PCR para deteccdo de

individuos oligoparasitados e na resposta terapéutica antimalarica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Avaliar dois diferentes métodos de extracdo do DNA para a preparagédo de
amostras de sangue, para utilizacdo em PCR;

v Definir o limiar de deteccdo da PCR simples, “hemi-nested” PCR, e “hemi-
nested” PCR em um uanico tubo, utilizado amostra sangulinea infectada com

Plasmodium falciparum;

v' Validar o método da “hemi-nested” PCR em amostras de sangue coletadas em

pacientes submetidos a tratamento antimalarico.
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MATERIAIS E METODOS

DESCRICAO DA AREA DE ESTUDO

A pesquisa foi realizada no municipio de Monte Negro e Campo Novo de
Rondodnia, localizados no Estado de Rond6nia, na Amazonia Ocidental, a cerca
de 250km e 306Km da capital Porto Velho, respectivamente. De acordo com
suas caracteristicas epidemiolégicas, essas regifes sao consideradas de alto

risco para transmisséo da maléria (FUNASA, 2001).

SELECAO DOS PACIENTES E GRUPO CONTROLE

O estudo foi realizado em 60 pacientes, sendo 30 residentes de area endémica
selecionados através de fichas de notificacdo da FUNASA, de ambos os sexos,
com idade entre 8 e 66 anos, com diagndstico parasitélogico de malaria. Esses
pacientes tinham ocupacgdes variadas, sendo colonos, invasores da periferia da
cidade, migrantes, garimpeiros e agricultores, residentes em areas
ecologicamente afetadas. E 30 individuos de &rea ndo endémica para compor o
grupo controle negativo da pesquisa.

Os individuos ou 0s seus responsaveis deram seu consentimento por escrito e
responderam a um questionario para obtencdo de dados da histéria pessoal e
epidemiologica.

Os 60 individuos foram distribuidos nos seguintes grupos:
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Grupo 1 (Pacientes em tratamento): Constituido de 30 pacientes de area

endémica, submetidos a varios dias de tratamento antimalarico, apresentando
nos dias da coleta parasitemia negativa através dos exames microscopicos
diretos (Gota Espessa e Esfregaco Sanguineo). Como veremos a seguir foram
testados duas amostras sanguineas de cada paciente a primeira entre o 4° e 8°
dias de tratamento, e segunda, 48hs apds a primeira coleta.

Grupo Il ( Controle negativo): 30 individuos residentes em area nao

endémica, sem sintomas nem histdria passada de malaria e com parasitemia
negativa, compreendendo voluntarios, do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes

(CPgAM), Fundacao Oswaldo Cruz, Recife - PE .

DESCRICAO DO TRATAMENTO

Apébs a identificacdo do parasito através do exame da gota espessa,
observou-se as seguintes frequéncias de infeccdo: P. vivax (73,3% dos
pacientes), P. falciparum (20,0%), e infeccdo mista (P. falciparum e P. vivax)
(6,7%). Os pacientes receberam a medicacao através dos técnicos e agentes de
saude da FUNASA, seguindo as normas terapéuticas recomendadas pelo
Ministério da Saude e Governo de Rondbnia. Os pacientes infectados com
Plasmodium vivax eram tratados com Cloroquina (3 dias) e Primaquina (14 dias),
com Plasmodium falciparum, Mefloquina (dose Unica) e Primaquina (dose Unica),
e com infec¢cdo mista eram tratados com Quinino (3 dias), Doxiciclina (5 dias) e

Primaquina (7 dias).
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COLETAS DE SANGUE

Como ja mencionamos, de cada individuo submetido a tratamento antimaléarico
(Grupo 1), foram feitas duas coletas de sangue em intervalos de 48hs de uma

coleta para outra, como mostra a tabela abaixo.

Pacientes (30) 1° coleta 2° coleta
15 pacientes 4° dia de tratamento | 6° dia de tratamento
15 pacientes 8° dia de tratamernto | 10° dia de tratamento

As coletas foram realizadas através de puncdo venosa usando tubos de 4,5 ml
(Vacutainer®, Becton and Dickinson, England) para serem processadas através
da Saponina e 20 ul de sangue através de puncéo digital em papel de filtro tipo
(Whatman 3MM ), para extragdo com o Chelex ®. O processamento das
amostras dos pacientes em tratamento (Grupo 1), para serem processadas
através da Saponina, foi realizada no laboratério do Nucleo Avancado da USP
(Universidade de Séao Paulo), em Monte Negro-RO. A coleta e o processamento

das amostras do grupo controle foram realizados no CPqAM .
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EXAMES PARASITOLOGICOS

Gota Espessa (GE) e Esfregaco Sanguineo (ES)

Os exames microscopicos de gota espessa e esfregaco sanguineo foram
realizados em todos os individuos envolvidos na pesquisa através da sangue
coletado por puncao digital. Posteriormente, as laminas foram coradas com uma
solucdo de Giemsa (MERCK) e &gua tamponada pH 7,2 (Na,HPO, 0,4%;
KH,PO, 0,5%) durante 25 minutos, depois lavadas em agua corrente, com o
objetivo de retirar 0 excesso do corante, e secas numa estufa a 37°C por
aproximadamente 5 minutos. Segundo recomendacdo da Organizacdo Mundial
da Saude, foram examinados cerca de 100 campos microscopicos em Oleo de
imersdo, a uma resolucao de 1000 vezes, por um tempo minimo de 10 minutos,
antes de considerar a amostra negativa (WHO, 1978). No caso do paciente
infectado com Plasmodium falciparum, os parasitas foram quantificados através
da contagem do numero de eritrécitos por 200 leucdcitos. A densidade
parasitaria foi expressa por microlitro, assumindo 8 x 10° de leucécitos e 5 x 10°
de eritrocitos sanguineos/ul (Wilcox, 1960 & WHO, 1991b). Nos casos em que
houve discrepancia entre os resultados, foram re-examinados 200 campos
microscépicos das mesmas. A leitura das laminas foi realizada em duplicata, por
um técnico capacitado da Fundacdo Nacional de Saude de Monte Negro - RO e

um dos autores do trabalho, previamente treinados, de modo duplo-cego.
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EXTRACAO DO DNA PARA UTILIZACAO EM PCR

Extracdo com a Saponina

As amostras coletadas em tubos Vacuntainer foram centrifugadas a 2000
rpm por 10 minutos. O plasma foi removido e o sedimento lisado e homogenizado
com 5ml de Saponina a 0,04%. A mistura foi centrifugada a 12000 rpm por 15
minutos para remocao da hemoglobina a. O sobrenadante foi desprezado, e o
sedimento lavado por 2 vezes com PBS 0,15M, pH 7,2 e centrifugado novamente
a 12000 rpm por 15 minutos (Tirasophon et al., 1991; Barker Jr. et al., 1992).
Apos a ressuspensao do sedimento em 50ul de agua milli-Q, utilizou-se 20ul do

material para PCR e o restante foi estocado a —20°C, até a ocasido de uso.

Extracdo com o Chelex ® (Bio —Rad Laboratories)

Amostras coletadas em papel de filtro Whatman (3MM), contendo 20ul de
sangue total, depois de secas foram estocadas em sacos plasticos e
transportadas a temperatura ambiente para o Recife, onde foi realizado o
isolamento do DNA usando a extracdo do Chelex ®.

Em um microtubo (1,5ml) foi adicionado 1ml de dgua destilada e o papel de
filtro com o0 sangue seco, incubando-se por 30 minutos a temperatura ambiente.
Em seguida, o material foi centrifugado durante 3 minutos a 14,000 rpm. O
sobrenadante foi removido, e ao pellet se adicionou 5% do Chelex® em um
volume final de 200ul. As amostras foram incubadas por 30 minutos a 56°C e

agitadas por 10 segundos, em seguida aquecidas em agua fervente por 10
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minutos, novamente agitadas por 10 segundos e centrifugadas por 2-3 minutos a
14,000 rpm. Em seguida, 20ul do sobrenadante foi usado na PCR e o restante

estocado a — 20°C.

ABORDAGENS MOLECULARES

Oligonucleotideos utilizados nas amplificacdes por PCR

Nas reacOes de amplificacdo, trés oligonucleotideos foram utilizados:

GJ1: 5"- GGCTTAGTTACGATTAATAG - 3”

HR842: 5”- CTTAAACTTCCTTGTGTTAG - 3”

PGFO3 5"- ACTAGTTTAAGACAAGAGT -3

Os oligonucleotideos GJ1 e HR842 géneros-especificos, utilizados na 12
reacdo de amplificacdo, chamada de PCR Simples, ja haviam sido descritos
anteriormente por Jaureguiberry et al. (1990) e Schindler et al. (2001),
respectivamente. Na 22 reacdo, para a “Hemi-Nested” PCR (HNPCR), foi
utilizado o oligonucleotideo PGFO3, construido por Montenegro et al., (2000),
para ser utilizado como oligonucleotideo interno, visando a detec¢do do género
Plasmodium ( 1A) .

Os trés oligonucleotideos foram construidos com base na sequéncia
primaria do gene codificando o SSU rRNA de P. falciparum (McCutchan et al.
1988), de forma a encontrar sequéncias diagnosticas ndo presentes no rRNA

humano. Essas regides do gene codificando o SSU rRNA, apresentaram total
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homologia com o DNA de todas as espécies de plasmodio humano, servindo de

base para o desenho dos oligonucleotideos.

Reacoes de Amplificacdo do DNA através da PCR

PCR Simples: Foi utilizado apenas um par de oligonucletideos, GJ1 e HR842.
Foi retirado 20 ul da amostra contendo o DNA para ser submetido a amplificacao
em um termociclador automético (Perkin Elmer, modelo 4800). A mistura da 12
reacdo de amplificacdo consistiu em KCI 50mM, Tris-HCI 10mM, pH 8,3, MgCl,
2,5mM, dNTP (200 uM cada), 20 pmoles de cada oligonucleotideo (GJ1 e HR842)
e 1,0 unidade de Tag DNA polimerase (Gibco BRL, Califérnia, USA) em um
volume final de 50 ul. A fase de desnaturacao foi feita a 94° por 30s, a de
anelamento a 58° por 30s e a de extensdo a 72° por 45s, em um total de 30

ciclos.

“Hemi-Nested PCR” (HNPCR): Utilizou-se trés oligonucleotideos em duas
reacdes sequenciais, em um total de 60 ciclos. Foi adicionado 1ul do produto da
12 reacdo (PCR simples), nas mesmas concentracdes e condicfes de
amplificacdo da anterior, porém utilizando um oligonucleotideo que anela em
regido mais interna, o PGFO3, e adicionando o oligonucleotideo HR842. Os
tubos eram abertos para que os amplicons gerados na primeira PCR fossem

introduzidos na segunda reacao.
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“Hemi-Nested PCR” em um unico tubo de reacdo (STHNPCR): A

concepcdo da abordagem é diferente da HNPCR, permitindo que as duas
reacdes de amplificacdo sejam realizadas em um Unico tubo, ndo ocorrendo a
abertura dos tubos antes da finalizacdo das amplificacbes. A reacdo de
amplificacdo foi realizada em um termociclador automatico (Touchdown™
Thermal Cycler da Hybaid Limited). A primeira etapa de PCR consistiu em 15
ciclos (92°C, 30s; 58°C, 30s e 72°C, 45s), enquanto que a segunda etapa de PCR
consistiu em 45 ciclos com as mesmas caracteristicas. Os primeiros 15 ciclos da
reacao continham apenas 4 pmoles de oligonucleotideos externos em um volume
final de 50 ul contendo Tris-HCI 10 mM, pH 8.3, KCI 50 mM, MgCl, 2.5 mM, dNTP
200 uM, e 1.0 U de Taqg DNA Polimerase (Gibco BRL, Califérnia, USA). A mistura
de reacdao foi recoberta com 30 ul de 6leo mineral. Os oligonucleotideos internos,
antes do inicio da PCR, foram diluidos em partes iguais com &gua e bromophenol
blue (2ug/ml), contendo 40 pmoles de cada oligonucleotideo e em seguida esta
mistura foi colocada na superficie interna da tampa dos microtubos estéreis
abertos, numa estufa a 37°C, para permitir a fixacdo dos oligonucleotideos. Para
gue os oligonucleotideos internos passassem a fazer parte dos 45 ciclos finais da
PCR, os mesmos foram eluidos da superficie interna do microtubo através de
interrupcao breve da PCR apds o 15° ciclo de reacao e feitas repetidas inversées
dos tubos para que entrassem em contato com a mistura de reacao e passassem
a participar dos ciclos subsequentes da PCR. Esta metodologia € nova e

encontra-se em processo de patenteamento (Abath et al., 2001).
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Para avaliar a qualidade individual das amostras de DNA, estimando a
presenca de inibidores, foram introduzidos na 12 PCR , os oligonucleotideos HUF
e UNVRE16 (Fig. 1B) (descritos por Rubio et al.,, 1999 e Abath et al., 2001,
respectivamente), que amplificam apenas rDNA de mamiferos. Dois pmoles
desses oligonucleotideos participaram dos primeiros 15 ciclos da reacdo de hemi-
nested PCR em um Unico tubo, juntamente com os iniciadores especificos para

Plasmodium sp (GJ1 e HR842).

Analise dos produtos da PCR

Dez ul dos produtos de PCR foram analisados através de eletroforese em gel de
agarose a 1,0% corado com brometo de etidio. As bandas de DNA separadas
eletroforeticamente foram visualizadas em um transluminador de luz ultravioleta e

fotografados com um sistema de documentacao polaroide (MP4+ system).

Determinacdo do limite de deteccdo dos métodos moleculares no sangue

infectado com Plasmodium falciparum.

Para avaliar os dois diferentes métodos de extracdo de DNA (a Saponina e
o Chelex), e definir o limiar de deteccdo de parasitos através dos sistemas
baseados em PCR, utilizamos sangue de um paciente hospitalizado, infectado
com P. falciparum, com parasitemia inicial de 7.000 parasitos/ul. O sangue total

infectado foi diluido com sangue de um doador sadio, de area ndo endémica da
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malaria. Foram feitas diluices de fator 10, seriadas, correspondendo a: 7 x 10°

7x10%, 7x10%, 7x10° 7x10% 7x10% < 7x10°, 7x10%, 7x
10°, 7 x 10° parasitos/ul. As amostras de sangue diluida foram processadas
pela extracdo da Saponina e de cada diluicéo foi coletado 20ul em papel de filtro
e extraido o DNA das amostras diluidas, através do Chelex® . O processamento
dessas amostras de sangue foi realizado no Centro de Pesquisas Aggeu

Magalhées, Recife-PE.

ANALISE ESTATISTICA

O Software utilizado foi o EPI INFO na versao 6.04. Aplicou-se o teste
Qui-quadrado para verificar associacdo e diferenca entre proporcbes das

variaveis estudadas. Todos os testes foram analisados ao nivel de 95% de

confiabilidade.



“Hemi-Nested” PCR

A)

GJ;

12 Reacao

22 Reacao

746 bp

356 bp
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B) Avaliagdo da qualidade da amostra na STHNPCR

3’
5’
3 |- , °
' HUF UNVRE16
= = ' 12 Reacdo
; 689 bp |

Figura 1 . Representacdo esquematica dos sistemas de amplificacdo baseados
em PCR. A) Os oligonucleotideos GJ1 e HR842, utilizados na 12 reacéo,
produziram um fragmento de 746 pb. A partir da introducdo do PGFO3 com o seu
par HR842 caracterizando a 22 reacdo foi formado um amplicon de 356 pb. B)
Oligonucleotideos HUF e UNVRELS6, utilizados na 12 reacdo da STHNPCR, para
avaliar a qualidade da amostra individual, produziram um amplicon de 689 pb.
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RESULTADOS

Determinacdo do limite de deteccdo de DNA através da PCR simples,
HNPCR e da STHNPCR.

O limite de deteccdo da PCR Simples, HNPCR e da STHNPCR, foi
determinado através da analise seriada de diluicbes de fator 10, utilizando
sangue de paciente infectado pelo P. falciparum com parasitemia inicial de 7000
parasitos/ul (7x10° parasitos/ul) de sangue. Para melhor avaliacdo da
sensibilidade dos testes as amostras foram submetidas, antes de serem
processadas pela metodologia da PCR, a duas técnicas de extracdo: pelo
Chelex 100® (Walsh et al., 1991) e pela Saponina (Tirasophon et al., 1991;
Barker Jr et al., 1992).

Quando a extracdo foi realizada com o Chelex 100® na preparacdo das
amostras, a PCR simples conseguiu detectar até 700 parasitos/ul (70x10% p/ul),
enquanto que a HNPCR e a STHNPCR, apresentaram limites semelhantes de
deteccéo, de até 7 parasitos/pl (7x10° p/ul) de sangue ( Figuras 2A, 2C e 2E ). A
PCR simples promoveu a amplificacdo de um fragmento de DNA de 746 pb
(Figura 2A e 2E) e com as técnicas de HNPCR e a STHNPCR os amplicons
diagndsticos foram de 356 pb (Figura 2C, 2D, 2E e 2F). Utilizando a Saponina, a

quantidade minima de parasitos detectados pela PCR simples foi de 70

47



parasitos/pl ( 7x10* p/ul) e 0,007 parasitos/ pl (7x10° p/ul) pelas técnicas de
HNPCR e STHNPCR (Figuras 2B, 2D e 2E).

Para avaliar melhor os resultados da amostra, sobretudo em relagcdo a
presenca de inibidores sanguineos da PCR, incluiu-se na reacdo da STHPCR um
par de oligonucleotideos especificos para o rDNA de mamiferos. Esse par de
oligonucleotideos produzia um amplicon de 689 pb (Figuras 2E e 2F), mesmo na
auséncia de DNA do parasita.

Devido ao aumento na sensibilidade das abordagens baseadas em PCR,
guando as amostras sanguineas foram processadas pelo método da Saponina,

esta tecnologia de extracao foi utilizado nos experimentos subsequentes.

Avaliacdo da HNPCR e manifestacdes clinicas, durante o tratamento de

maléaria.

Para avaliar a sensibilidade da HNPCR foram coletadas 30 amostras
sanguineas de pacientes que estavam sendo submetidos a tratamento
antimalarico. Todos os pacientes estavam infectados com alguma das espécies
de Plasmodium: P. vivax, P. falciparum ou infeccdo mista, antes do tratamento,
como comprovado através da microscopia direta, apresentando niveis de
parasitemia em decréscimo apos o inicio do tratamento especifico para malaria.
Durante o periodo das coletas estes pacientes apresentaram resultados
negativos através da microscopia 6tica e pela PCR simples.

Dentre as amostras analisadas pelo teste da HNPCR, 16/30 (53,5%) foram

positivas na 1° coleta e 15/30 (50%) na 2° coleta. Porém, a positividade da
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HNPCR néo sofreu influéncia significativa do tempo de coleta apos o inicio do
tratamento. Por outro lado, observou-se que as manifestacfes clinicas estavam
presentes em 43,3% dos pacientes na primeira coleta, e apenas 6,7% na
segunda coleta (48 horas apds a 1° coleta). A comparacdo mostrou que essa
diferenca era significante (p<0,05) (Tabela 1).

Apesar de ter sido constatado que os limites de deteccdo da STHNPCR e
HNPCR foram equivalentes (Figura 2), os resultados da STHNPCR, nos
pacientes com sintomatologia clinica em tratamento antimalarico, ndo estao

incluidos nesta tese, pois os testes ainda nao foram realizados.
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Tabela 1. Resultado da frequéncia de positividade da HNPCR e
das manifestacdes clinicas em pacientes durante o tratamento
da maléaria.

Tempo de exame

Diagnostico 1° coleta 2° coleta
freq % freq %

HNPCR 16/30 53,3 15/30 50,0

Manifestacdes clinicas 13/30 43,3 2/30 6,7

Todos os pacientes na 1° e 2° coletas eram negativos através do exame da
microscopia 6tica e PCR simples.

A 1° coleta dos pacientes foi realizada no 4° e 8° dia ap0s o inicio do
tratamento, e a 2° coleta foi realizada no 6° e 10° dia.
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Relacdo entre os resultados da HNPCR e as manifestacdes clinicas

durante o tratamento de malaria.

Analisando o resultado da 1° coleta, 50% dos pacientes positivos atraves
da HNPCR, também apresentaram manifestacfes clinicas. Nos pacientes
assintomaticos 64,3% foram negativos quando analisados pela metodologia da
HNPCR. Contudo, ndo houve associacdo significativa (p>0,05) entre as
variaveis. Na 2° coleta, 13,3% dos pacientes positivos ha HNPCR também
apresentaram manifestacdes clinicas, enquanto que todos os pacientes que
foram negativos (100%) pela HNPCR foram assintomaticos. Entretanto, também

nao houve nenhuma associacao significativa (p>0,05) (Tabela 2).
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Tabela 2. Tabela de contigéncia para avaliagdo da associacéao
entre a presenca de manifestacdes clinicas e o resultado da
HNPCR, durante a 1° e 2° coletas em pacientes.

HNPCR
1° coleta 2° coleta
Manifestacfes Positiva Negativa Positiva Negativa
Clinicas n % n % n % n %
Ausente 08 50 09 64,3 13 86,7 15 100
Presente 08 50 05 35,7 02 13,3 00 0,0
Total 16 100,00 14 100 15 100,00 15 100,0

1°coleta: y* =0,62, p=0,430
2°coleta: y®> =0,54, p=0,464
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Figura 2. Andlise em gel de agarose mostrando o limite de deteccdo da PCR, HNPCR e
STHNPCR, extraido pelo Chelex e pela Saponina. A- PCR e Chelex; B- PCR e Saponina;
C- HNPCR e Chelex; D- HNPCR e Saponina; E- STHNPCR e Chelex; F- STHNPCR e
Saponina. As faixas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10, correspondem a 7x10°, 7x10% 7x10', 7x10°,
7x107,  7x10%  7x10°, 7x10, 7x10®° e 7x10° parasitas/ul, respectivamente. Os pesos
moleculares correspondentes aos amplicons obtidos através da PCR simples (746 pb), HNPCR
e STHNPCR (356 pb) e utilizagdo de oligonucleotideos especificos para DNA de mamiferos (689
pb ), estdo indicados por setas. C-, controle negativo e M, marcador de peso molecular (1114-
692, 501-320, 242-190, 147-110, 67, 37-19pb)



DISCUSSAO

A malaria continua sendo um grave problema de saulde publica em
diferentes regides do mundo, particularmente na Africa. Além de ser uma causa
importante de mortalidade, constitui uma grande limitacao para o desenvolvimento
social e econdémico dos paises onde a doenca é endémica, (WHO, 2000).

Nas zonas altamente endémicas (maior parte na Africa do Sul), com
elevado numero de doentes e de portadores assintomaticos é freqluente
ocorrerem infec¢des sucessivas por plasmaodios, o individuo pode permanecer
varios anos sem apresentar manifestagbes clinicas, porém com parasito
circulante (Bohlke, M., 1998). Essas infec¢bes com parasitemia persistente e ndo
detectadas microscopicamente geralmente passam desapercebidas ou séo
tratadas incorretamente, contribuindo para a resisténcia do parasito (Jarra &
Snounou, 1998). Muitos casos de resisténcia ao tratamento com medicamentos
especificos foram registrados no Brasil e no mundo e a inexisténcia, até o
momento, de um tratamento efetivo contra as espécies plasmodiais de maior
prevaléncia no Brasil (P. vivax e P. falciparum ) levam a necessidade de um
diagnostico laboratorial mais eficiente ( Kain et al., 1994., Veronesi & Focaccia,
1999, OMS, 1999, FUNASA, 2001).

Individuos portadores de baixa parasitemia, que apesar de freqlientemente
ndo apresentarem quadro clinico sugestivo, sdo capazes de disseminar a doenca

pela picada do mosquito vetor e principalmente através de transfusdo sanguinea

em areas endémicas. Podendo, desta forma, contribuir para a manuntencéo dos
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indices de morbimortalidade por maléaria (Kiesslich et al., 1997, Hang et al.,
1995).

A microscopia direta (método parasitolégico da gota espessa ) € o teste
mais utilizado no diagndéstico laboratorial da malaria, sendo considerado como
padrdo-ouro. Apresenta algumas vantagens como a possibilidade de identificacao
das espécies e estagios de desenvolvimento do plasmédio infectante, ser
quantificavel e ter baixo custo (US$ 0,12- 0,40). Porém, sua limitagdo principal
esta relacionada com a incapacidade de detectar o plasmddio em individuos
oligoparasitados, devido a sua baixa sensibilidade (10-30 parasitas/ul), além da
necessidade de microscopistas bem treinados para a confiabilidade dos
resultados (Avila et al., 1996; Kimura et al., 1995; Singh et al., 1999; Schoone et
al., 2000). Pode-se obter resultados falso-negativos nos casos oligoparasitémicos
ou falso-positivos pela presenca de residuos nas laminas (Grant et al., 1960).

Nos ultimos dez anos, varios métodos foram desenvolvidos para suprir as
limitagbes da microscopia direta. O teste do Quantitative Buffy Coat - QBC
(Rickman et al., 1989), € uma técnica que combina a concentracdo dos parasitas
pela centrifugacdo do sangue em tubos de micro-hematdcrito e coloragdo dos
acidos nucléicos (DNA e RNA) do parasito pelo fluorocromo chamado laranja de
acridina, mas esse fluorocromo nao é especifico e cora acidos nucléicos de outros
tipos de células, podendo dar resultados falso-positivos como também, dificulta a
diferenciacdo da espécie (Kain et al., 1994; Ciceron et al., 1999; Gay et al.,
1996). A imunufluorecéncia indireta e o imunoensaio ELISA (Avila et al, 1996) os
quais podem ser Uteis na determinacdo da endemicidade de uma area especifica

e identificacdo de um provavel foco da doenca. Recentemente foram
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desenvolvidos os testes imunocromatograficos (ParaSight-F®, ICT Malaria Pf
/P.v, OptiMal) (Igbal et al., 1999; Tjitra et al., 2001). Estes testes devido a sua
simplicidade e rapidez se tornaram bastante atraentes para utilizacdo em areas
endémicas. Porém, varios autores observaram nos testes imunocromatograficos
que o baixo nivel de parasitemia (<100 parasitas/ ul) diminui a sensibilidade
dos testes (Rubio et al, 2001., Aslan, et al., 2001., Makler et al., 1998).

Os métodos baseados na Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) tém se
mostrado mais especificos e sensiveis do que a microscopia convencional, sendo
alguns capazes de detectar um unico parasita de Plasmodium falciparum em 20
microlitros de sangue humano (Barker Jr et al., 1992 ; Tirasophon et al., 1994 ;
Kimura et al.,, 1995). A metodologia da PCR esta sendo avaliada por varios
autores utilizando hibridizagdo com sonda radioativa e sonda fria. No entanto
estas técnicas sdo bastante demoradas, necessitando de varias etapas de
manipulacdo, tornando-as pouco praticas e limitando seu uso no monitoramento
do tratamento antimalarial, e diagnosticos de oligoparasitémicos ( Kain et al.,
1994; Jarra et al., 1998; Ciceron et al., 1999).

O RNA ribossomal, particularmente a pequena subunidade (SSU) rRNA,
tem sido proposta como um alvo molecular ideal para a identificagcdo dos
parasitas da malaria. E composta por um mosaico de regides conservadas e
variaveis, permitindo a identificacdo de sequéncias apropriadas para o diagndstico
ao nivel de género ou espécie (Waters and McCutchan, 1989; Jaureguiberry et
al., 1990; Snounou et al., 1993a; Li et al., 1995; Rubio et al., 1999; Schindler et
al., 2001; Laoboonchai et al., 2001). O uso mais extensivo do rRNA como alvo

para o diagndéstico de doencas infecciosas dependera da identificacdo de regides
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apropriadas da molécula, do desenvolvimento de procedimentos apropriados para
a deteccdo de amostras biologicas (Waters & McCutchan, 1989). Diferentemente
da maioria dos organismos eucariotas, que apresentam grande numero de genes
codificantes de rRNA, o Plasmodium contém cerca de quatro genes ribossomais
(McCutchan et al., 1986). Dessa forma, justifica-se a utilizacdo da “nested” PCR
como uma maneira de aumentar a sensibilidade de deteccéao.

Embora haja situagcdes em que o diagnostico de malaria ao nivel da
espécie causadora seja importante, por outro lado, muitas vezes o diagnostico
género-especifico de Plasmodium é satisfatorio, como por exemplo, nas triagens
em banco de sangue. Neste sentido, no presente estudo utilizamos os
oligonucleotideos: GJ1 (Jaureguiberry et al., 1990), HR842 (Schindler et al.,
1998) e PGFO3 (Montenegro et al., 2000), para serem empregados em sistemas
diagnésticos sensiveis e especificos baseados na metodologia da “nested” PCR.

As vantagens da “nested” PCR incluem o aumento da sensibilidade,
especificidade e a diluicdo de eventuais inibidores presentes em amostras
clinicas. Por outro lado, a maior desvantagem é o aumento da probabilidade de
contaminagcdo de amostras negativas com amplicons produzidos em
amplificacfes positivas, pois o tubo de reacdo contendo uma grande quantidade
de produtos da 12 amplificacdo tem que ser aberto e manipulado para a
preparacdo da 22 reacdo (Picken et al., 1996). Varios métodos baseados no
principio da “nested PCR” em um unico tubo ja foram descritos para a deteccao
de patogenos infecciosos (Ylitalo et al., 1995; Noyes et al., 1998). Entretanto
muitos desses métodos utilizam conjuntos de oligonucleotideos com diferentes

temperaturas de anelamento, o qual restringe a sua utilizacdo, nas situacées em
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que ha dificuldades para a identificacdo de regides alvo. Outros métodos
propdem a separacao fisica dos componentes da 1° e 2° reacdo através de
abordagens complexas.

Dessa foi avaliado um sistema baseado em “nested” PCR onde as duas
reacdes ocorrem em um unico tubo (STHNPCR), com separacao fisica dos
conjuntos de oligonucleotideos externos e internos, desenvolvido em nosso
laboratorio por Abath, et al., 2002. O método é simples e eficiente. O resultado
obtido por Montenegro et al., (2002), utilizando-se a técnica de HNPCR
convencional, demonstrou um aumento de 10X na sensibilidade em relacdo a
STHNPCR utilizando DNA purificado de P. falciparum. No entanto, a STHNPCR
apresenta vantagens compensatorias, haja visto que o risco de contaminacéao €
significativamente menor, pois o tubo de reacdo s6 € aberto uma Unica vez para
a introducdo da amostra de DNA com o0s reagentes, permanecendo
subsequentemente fechado até a finalizacdo da amplificacdo. Além disso,
consome menos tempo e reagentes. A contaminacdo cruzada durante a
preparacdo das duas etapas na “hemi-nested” PCR & um grave problema,
havendo o risco de diagndsticos falsos positivos (Singh et al., 1999).

Para se obter melhor desempenho das técnicas de amplificacdo de DNA
deve-se considerar: a forma como as amostras sdo coletadas, estocadas e
processadas para extracdo de DNA (Farnert et al, 1999). A maioria dos métodos
de diagnostico pela PCR usam extracdo organica com fenol cloroférmio e
precipitacdo com etanol na preparacdo da amostra sanguinea. Esse meétodo nao
€ pratico e quando trabalha-se com um grande namero de amostras, além de

consumir muito tempo, requer o uso de produtos quimicos perigosos (Snounou et
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al., 1993a; Snounou et al., 1993b; Ciceron et al., 1999; Singh et al., 1999).
Para superar este problema foi utilizado em nossos estudos dois métodos de
extracdo de DNA que ndo envolvem extracdo organica: o Chelex 100® ( Walsh et
al, 1991) e a Saponina (Tirasophon et al., 1991; Barker Jr et al., 1992).

Na PCR simples, utilizando um par de iniciadores género-especifico (GJ1 e
HR842) numa reacédo Unica de amplificacdo, através da metodologia de extracédo
de DNA do Chelex 100®, o limite de deteccéo foi de 700 parasitos/ul (0,14% de
parasitemia ). A HNPCR e a STHNPCR, utilizando amostras processadas com o
Chelex®, apresentaram a mesma sensibilidade, sendo capazes de detectar até 7
parasitos/ul de sangue. Nossos ensaios realizados com a Saponina
demonstraram que a sensibilidade do método na PCR Simples foi 10 vezes maior
(70 parasitos/pl) do que o com a extracdo com o Chelex®. Na HNPCR como na
STHNPCR a sensibilidade foi 1000 vezes maior (0,007 parasitas/ul) do que com o
Chelex ®. Esses resultados indicam que os métodos de HNPCR e STHNPCR
possuem uma maior capacidade de detectar DNA do plasmddio do que a PCR
simples e que a sua sensibilidade pode ser aumentada quando as amostras
sanguineas sao preparadas com a Saponina, sugerindo que alguns componentes
do sangue que podem inibir a PCR, sdo removidos pela lise das hemacias e
subsequente lavagem com PBS. Esses achados estdo de acordo com Arai et al.,
(1994), Tirasophon et al., (1991) e Barker et al., (1986). Desta maneira, Saponina
demonstrou uma maior sensibilidade e foi a técnica adotada nos experimentos

subsequentes.
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Através de ensaios realizados com a HNPCR em amostras clinicas de 30
pacientes submetidos a tratamento antimaléarico, observou-se na primeira coleta
sanguinea uma positividade em 53,3% e 50% na segunda coleta. N&o foi
possivel observar uma diferenca significativa entre uma coleta realizada 48hs
apos a outra em relacdo a positividade do teste. Este fato foi importante, pois
para um monitoramento durante o tratamento antimalarico, provavelmente pode-
se aumentar os intervalos entre uma coleta e outra, facilitando o trabalho de
campo e assim observando o declinio da parasitemia até atingir o
desaparecimento dos parasitas no sangue, sobretudo quando o tratamento
recomendado é de 14 dias para P. falciparum e P. vivax (Funasa, 2001). E
importante ter-se um instrumento eficaz para o monitoramento durante o
tratamento de uma recidiva da doenca, uma quimioresisténcia ou uma possivel
falha no tratamento, como foi verificado no trabalho de Kain et al., (1994), onde os
pacientes tratados com droga antimalarica, permaneceram com resultados
positivos através da PCR no 5° e no 8° dia pos-tratamento, devido provavelmente
a uma falha no tratamento possivelmente devido a resisténcia do parasito.

A positividade do teste em pacientes em tratamento provavelmente
demonstra a alta sensibilidade da HNPCR em detectar niveis baixos de
parasitemia quando a microscopia otica e a PCR simples ja apresentavam
resultados negativos. Estudo semelhante foi feito por Ciceron et al., (1999), que
utilizaram o método da PCR, porém associada a hibridizagdo com sonda fria e
observaram durante 3 dias de internacdo, 12 pacientes submetidos a uma

combinacdo de drogas contra o P. falciparum, tendo verificado que o tempo
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médio de clareamento da parasitemia através da PCR foi de 52hs, e através da
gota espessa de 32hs.

Na segunda coleta, 13 dos 30 pacientes tornaram-se assintomaticos pelo
efeito do tratamento e queda da parasitemia, porém, apresentaram positividade
através do teste de HNPCR. Estes pacientes que ndo apresentaram
manifestacdes clinicas, ja tinham voltado as suas atividades habituais, servindo
provavelmente como fontes de infeccéo para a transmisséo da doenca.

Contudo, ndo houve associacdo entre a presenca ou auséncia de
manifestacdes clinicas em relacdo aos resultados obtidos na HNPCR, analisando
a 1° e 2° coletas separadamente. Os pacientes sem sintomatologia,
apresentando um baixo nivel de parasitos circulantes sdo provavelmente
importantes para a disseminacdo da doenca em areas endémicas e nao
endémicas.

O método da PCR tem sido demonstrado por varios autores que € sensivel
e especifico no diagnostico da malaria podendo ser melhor do que a microscopia
como referéncia padrao para o desenvolvimento de novos testes diagndsticos
(Ciceron et al., 1999).

Nossos resultados sugerem que abordagens sensiveis como a “nested”
PCR poderao ser Uteis no monitoramento da parasitemia, na resposta terapéutica
antimalarica, na deteccdo de portadores assintomaticos e na triagem de
doadores, minimizando o risco da transmissdo sanguinea em areas endémicas e

nao endémicas.
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CONCLUSOES

A sensibilidade da Hemi Nested PCR utilizando o método de preparacao da
amostra com a Saponina foi maior em relacdo a extracdo com o Chelex ® ,

obtendo-se 7 x 10 parasitos/ul e 7 parasitos/ul de sangue, respectivamente.

O método da Saponina foi selecionado para ser utilizado na preparacao das
amostras sanguineas a serem processadas através da PCR simples,

HNPCR e STHNPCR.

A guantidade minima de parasitos detectados pela PCR simples foi de 70
parasitos/ul e de 0,007 parasitos/ul de sangue pelas técnicas de HNPCR e

STHNPCR

A positividade da HNPCR néo sofreu influéncia significativa do tempo de
coleta ap0s o inicio do tratamento, apesar das manifestacdes clinicas terem
sido significantemente mais frequentes nos pacientes na época da primeira

em relacdo a segunda coleta

Faz-se necessario novos estudos para definir melhor o papel da HNPCR e

STHNPCR no monitoramento de pacientes em tratamento antimalarico.
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