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RESUMO

Estudos da diversidade populacional dos parasitos causadores da
malaria apresentam grande significado pratico para o desenvolvimento de
possiveis estratégias de controle da doenga como, por exemplo, o
desenvolvimento de uma vacina antimalarica. O antigeno de membrana apical
(AMA-1) é uma proteina integral de membrana do tipo 1 presente em todas as
espécies de Plasmodium ja examinadas. O seu gene é altamente conservado,
porém exibe diversidade alélica. Acredita-se que este antigeno possui um
papel no inicio do processo de invasido do eritrocito, podendo ser diretamente
responsavel pela reorientagcdo do merozoito, ou pode iniciar o contato entre o
parasito e o eritrocito. Diversos trabalhos sobre a diversidade génica de AMA-1
de Plasmodium vivax ja foram publicados, porém ha uma escassez de
trabalhos realizados na América Latina, incluindo o Brasil.

O objetivo desse trabalho foi caracterizar molecularmente a
diversidade genética do dominio polimérfico do gene PVAMA-1 em populagdes
de P. vivax isoladas de pacientes provenientes de diferentes areas endémicas
e expostos a diferentes situagdes epidemioldgicas de transmissdo na
Amazoénia Brasileira.

Para isso, 233 amostras de 193 pacientes que adquiriram as
infeccbes malaricas nos estados do Mato Grosso, Acre, Amazonas, Para,
Rondénia e Roraima foram submetidas a extracdo de DNA. Em seguida, o
gene codificador para o dominio | da proteina AMA-1 de P. vivax foi amplificado
por meio de uma nested-PCR. Os produtos amplificados, apds terem sido
visualizados em um gel de poliacrilamida 6%, foram purificados, sequenciados
no MegaBACE e posteriormente analisados.

O sequenciamento do gene PvVAMA-1 de isolados brasileiros
revelou 10 novos sitios nucleotidicos polimorficos, que levaram a mudancas de
aminoacidos e a duas substituicbes sinbnimas. Além disso, a diversidade do
gene PVAMA-1 nos isolados brasileiros mostrou-se menor quando comparada
a diversidade encontrada na Africa, Asia e Oceania. Ndo foram vistas
diferengas de diversidade entre os estados brasileiros, ao contrario do
observado em outras regides. Determinados alelos mostraram alto coeficiente

de associagdo com a contagem de plaquetas circulantes em pacientes com
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malaria vivax aguda, indicando que a presenga desta variante do antigeno

pode ser um importante indicador de morbidade.
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Introducéao

1. INTRODUCAO

1.1 — Situacéo atual da Malaria

A Malaria € uma doenca que infecta anualmente 350 a 500 milhdes de
pessoas sendo endémica em regides tropicais e subtropicais do globo (Africa
sub-saara, Sudeste Asiatico, Oceania, América Central e América do Sul)
(Figura 1). Além disso, ela causa a morte de cerca de um milhdo de pessoas
por ano, em sua maioria criangas com até cinco anos de idade, vitimas de
infeccbes causadas pelo Plasmodium falciparum. Cento e sete sao os paises
ou territorios cuja populagédo (3,2 bilhdes de pessoas - 48% da populagao
mundial) possui algum risco de contrair a doenca, mas esse numero ja foi bem
maior chegando a 140 paises no inicio do século passado (Hay et al., 2004).
Essa reducdo foi devida aos esforcos mundiais em controlar a malaria, que
conseguiu erradica-la dos paises epidémicos, reduzir a transmissdo em 66%
nos paises hipoendémicos e em 45% nos paises mesoendémicos entre 1900 e
2002. No entanto, verificou-se a redugao de apenas 16% da transmissdo nos
paises holoendémicos e ndo houve nenhuma alteragdo da transmissao nos

paises hiperendémicos (Hay et al., 2004).

——
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Figura 1: Distribuicdo mundial da malaria em 2005 (Fonte: OMS, 2005)
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No Brasil, as regides que concentram o maior numero de casos sao
as regides Norte e parte da regidao Centro-Oeste. Cerca de 99% dos casos
notificados ocorrem nessas regides, que concentram apenas 12% da
populagdo no Brasil (WHO, 2005). Em 2005, foram notificados 603.118 casos,
sendo 594.164 autéctones (Sistema de Informacdo de Vigilancia
Epidemiolégica em Malaria - SIVEP, 2006). O estado com o maior niumero de
notificagdes foi o estado do Amazonas, com mais de 223.000 casos, seguidos
pelos estados do Para e Rondénia, com aproximadamente 120.000 casos cada
(Figura 2).

2005

250.000

.© 200.0001

150.000 1

100.000

50.0001

Numero de casos notificados

AC AM AP MA MT PA RO RR TO

Estados Brasileiros

Figura 2: Distribui¢do, por estado brasileiro, dos casos notificados ao Ministério da Saude em
2005 (Fonte: SIVEP, 2005).

Em 2006, até a primeira quinzena de dezembro foram notificados
cerca de 480.000 casos autoctones (SIVEP, 2006). Comparado ao mesmo
periodo do ano passado, houve uma reducédo de 14% no numero de casos
notificados. Essa redugao ocorreu nos estados do Amazonas, Para, Rondobnia,
Roraima e Tocantins. Nos estados do Amapa, Maranhdo e Mato Grosso, o
aumento do numero de casos foi pouco expressivo. Porém, no estado do Acre,
o numero de casos notificados aumentou consideravelmente.

A espécie prevalente no Brasil € o Plasmodium vivax, que no ano de

2006 foi responsavel por aproximadamente 73,3% dos casos. P. falciparum é a
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segunda espécie com maior numero de casos (25%). As infecgdes mistas
causadas por P. vivax e P. falciparum respondem por 1,6% das infecgoes
notificadas e o Plasmodium malariae, por apenas 0,1%.

O Programa Nacional de Prevencgéo e Controle da Malaria (PNCM) se
baseia em diversas estratégias de combate a doenga e concentra a sua agéo
na regido da Amazodnia Legal. O apoio a estruturagdo dos servigos locais de
saude, o diagndstico e o tratamento precoces, a vigilancia epidemioldgica, a
capacitacao de recursos humanos, a educagao em saude, a comunicacio e a
mobilizac&o social e o controle seletivo de vetores sédo estratégias de agao que
norteiam o PNCM. Essas ag¢des visam reduzir a incidéncia, a mortalidade e as
formas graves de malaria, eliminar a transmissdo em areas urbanas nas
capitais e manter a auséncia de transmissdo em areas onde a mesma ja tenha
sido interrompida. O programa também possui como um dos principais
objetivos, intensificar as ag¢des de controle de malaria nos estados extra-

amazonicos.

1.2 — Ciclo dos plasmédios no homem

A infecgdo malarica inicia-se quando o mosquito vetor (fémeas de
mosquitos do género Anopheles) inocula esporozoitos de Plasmodium no
tecido subcutédneo, e com menos frequéncia, diretamente na circulagao
sanguinea do homem (Figura 3). Recentemente, em um trabalho utilizando-se
como modelo experimental o Plasmodium berghei, demonstrou-se que apenas
uma proporgao dos parasitos entra nos capilares sanguineos enquanto outros
s&o drenados para os vasos linfaticos, atingindo os linfonodos (Amino et al.,
2006). Os esporozoitos que atingem os linfonodos podem se desenvolver como
formas exo-eritrociticas. Porém, sdo degradados por leucdcitos. Apenas
aqueles que atingem a circulagdo sanguinea sao capazes de se
desenvolverem (Amino et al.,, 2006). No interior dos hepatdcitos, os
esporozoitos se desenvolvem transformando-se em trofozoitos pré-eritrociticos.
Acredita-se que o esporozoito passe por diversas células e mesmo hepatécitos
antes de invadir aquele que sera o seu local de desenvolvimento (Mota et al.,
2001). Apos reproducdo assexuada por esquizogonia, estas formas dardo

origem a dezenas de milhares de merozoitos. Os merozoitos atingem a
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circulagdo sanguinea envoltos por uma estrutura vesicular denominada
merosoma, visto em infecgbes experimentais com P. berghei (Sturm et al.,
2006). Cada merosoma pode conter desde poucos a milhares de merozoitos. A
velocidade de deslocamento dessas estruturas € menor quando comparada a
velocidade dos eritrocitos circulantes, sugerindo que a superficie do merosoma
possui moléculas que interagem com o endotélio dos sinusdides hepaticos.
Acredita-se que os merozoitos utilizem essa estrutura para atingir a circulagao
sanguinea com seguranga. Eles possuem a capacidade de n&o serem
reconhecidos pelo sistema imune do hospedeiro, permanecendo intactos por
pelo menos uma hora. Os estudos revelaram que o nucleo da célula
hospedeira se apresenta condensado, ocorre perda do potencial de membrana
da mitocodndria com consequente liberagdo do citocromo ¢ das mesmas. No
entanto, a morte da célula hospedeira ndo ocorre pelas vias classicas, como a
necrose ou apoptose. Os parasitos inibem a exposicao de fosfatildilserina na
membrana plasmatica da célula hospedeira impedindo que esta seja
reconhecida como célula apoptética e assim, seja fagocitada. Sem o
reconhecimento pelas células fagocitarias, os merozoitos, apdés romperem a
membrana do merosoma, sao liberados na circulagdo para invasao dos
eritrocitos iniciando o ciclo sanguineo. A invasdo dos eritrécitos pelos
merozoitos € um evento que envolve a ligagao entre receptores no merozoito e
ligantes nos eritrocitos (Waters et al., 1990). O desenvolvimento intra-
eritrocitico do parasito se da por esquizogonia, originando novos merozoitos
que invadirdo novos eritrocitos. Apos algumas geragbes de merozoitos
sanguineos, uma pequena propor¢cao destes parasitos se diferencia em
estagios sexuados, os gametocitos, que originardo esporozoitos no inseto
vetor, apods novo repasto sanguineo. Ainda ndo se sabe ao certo qual o
estimulo ou mensagem responsavel pela sua producéo a partir dos merozoitos
ou esquizontes e existem duas hipoteses: a primeira sugere que 0os merozoitos
ja estdo pré-determinados a evoluirem em formas assexuadas ou formas
sexuadas antes de invadir a hemacia e a outra hipétese, ao contrario, sugere
que fatores ambientais ou estresse determinam a diferenciacido dos merozoitos

em gametdcitos (Dyer et al., 2000).
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& Mosquito Anopheles

,@ infectadogf{:

Fase pré-eritrog

Figura 3: Ciclo dos plasmédios humanos (www.imm.ul.pt).

1.3 — Caracteristicas do Plasmodium vivax

P. vivax € a espécie causadora de malaria humana com maior
distribuicdo geografica, respondendo por cerca de 80 milhdes de casos anuais
(WHO, 2005). Cerca de 65% dos casos de malaria causada por P. vivax
ocorrem no sul asiatico e no pacifico ocidental. A América do Sul responde por
12,5% do total, ou seja, cerca de oito milhdes de casos. Isso representa
aproximadamente 70% do total de infecgbes malaricas registradas nessa
regido. Essa espécie possui uma diversidade fenotipica extraordinaria, sendo
encontrada em uma variedade enorme de ecoétopos, desde a Russia até as
regides tropicais da Asia, do Pacifico, e Américas Centrais e do Sul (Mendis et
al., 2001). P. vivax é a maior responsavel pela introdu¢cado de malaria em areas
nao endémicas (Svenson et al., 1995).

A habilidade deste parasito de completar o seu ciclo esporogbnico em
temperaturas relativamente baixas (em torno de 16°C) tem contribuido

substancialmente para o seu sucesso em estabelecer focos estaveis de
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transmissdao ndo s6 em zonas tropicais quanto em localidades de zonas
temperadas (Cui et al., 2003).

Apesar de a malaria causada por P. vivax ser considerada benigna, ou
seja, raramente causa a morte do hospedeiro, a infeccdo € uma causa
importante de morbidade e de perdas sécio-econdmicas (Mendis et al., 2001).
A sua presenga tem uma forte correlagcdo negativa com o crescimento
econdmico (Mendis et al., 2001). As mortes relacionadas a essa espécie sao
associadas a danos pulmonares e problemas respiratérios (Torres et al., 1997;
Carlini et al., 1999), e também a ruptura do bago (Leclerc et al., 1989).

A infecgao por P. vivax pode causar diversos sintomas como febre,
calafrios, dor de cabecga, mialgia, nauseas, diarréia, vomitos e tosse (Oh et al.,
2001). A febre, que pode atingir 40,5 °C é precedida, cerca de meia hora antes,
por calafrios e sudorese (Karunaweera et al., 1992). Hepatomegalia e
esplenomegalia também sdo achados comuns. Mais raramente, pode aparecer
petéquias. As anormalidades hematolégicas mais comuns sao anemia
(hemoglobina<12g/dL), leucopenia (leucécitos<4.000/uL) e plaquetopenia
(contagem de plaquetas<150.000/pL).

A plaquetopenia em pacientes com infeccbes malaricas, tanto por P.
vivax quanto por P. falciparum, € uma caracteristica comum. Em experimentos
com macacos, foi visto que a queda na contagem das plaquetas € o primeiro
disturbio hematologico observado durante a infecgdo, antes mesmo da queda
na contagem de eritrocitos (Contamin et al., 2000).

Uma caracteristica particular do P. vivax € a sua capacidade de
causar recaidas, ou seja, a ocorréncia de ciclos pré-eritrociticos e eritrociticos
devido a esquizogonia tardia de parasitos “dormentes” (hipnozoitos) no interior
dos hepatdcitos, gerando novamente os sintomas da malaria. Este fendmeno
biolégico ainda ndo esta totalmente elucidado, porém aparenta ser totalmente
independente da resposta imune do hospedeiro infectado (Cogswell, 1992).
Acredita-se que a recaida ocorra a partir da mesma populagao inoculada, ou
seja, no curso do ciclo, parte dos esporozoitos continua o curso normal da
infeccao e parte transformar-se em hipnozoitos (Kirchgatter et al., 1998)

Diversos experimentos e estudos clinicos tém investigado as
infeccbes causadas pelo P. vivax em diferentes regides geograficas e

climaticas e tém demonstrado diferencas nos padroes de recaidas. Cepas de
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P. vivax originarias dos trépicos possuem a caracteristica de causar a infecgéo
primaria num curto periodo apdés a picada infectante seguido por um curto
periodo de laténcia antes da recaida (5-10 semanas). Cepas que circulam em
zonas temperadas possuem periodo variavel para o inicio das manifestacoes
clinicas da primo-infecgdo seguido por um periodo longo de laténcia antes da
recaida (5-10 meses). Assim, tem sido sugerido que o intervalo entre a primo-
infeccdo e a recaida é cepa-dependente e é determinado por caracteristicas
geneéticas dos esporozoitos (Craig & Kain, 1996).

Ha duas hipdteses acerca da origem evolutiva desta espécie. A
primeira acredita que esta espécie teria se originado na Africa, baseado no
argumento da alta prevaléncia de individuos com falta do antigeno do grupo
sanguineo Duffy nas populagdes sub-saarianas (Livingstone, 1984; Carter &
Mendis, 2002; Carter, 2003). A especificidade da interagdo Duffy-P. vivax
sugere que essa espécie pode ter tido contato com populagbes humanas
africanas, permitindo a fixacdo do alelo responsavel pelo fenétipo FY*BES nesta
populacao (Carter, 2003). Porém, visto que infecgdes causadas por esta
espécie ndao exibem altos niveis de viruléncia, este ndo parece ser um fator
evolutivo de grande impacto (Livingstone, 1984). A segunda hipétese defende
que P. vivax possui origem no sudeste asiatico junto com outros plasmddios
parasitos de primatas ndo humanos (Garnham, 1966). O argumento foi
baseado na abundéancia de parasitos causadores de malaria em simios nesta
regido (comparado com a Africa) e na observacdo se que estes parasitos
possuem caracteristicas biolégicas e morfolégicas comuns ao P. vivax
(Garnham, 1966; Carter & Mendis, 2002; Carter, 2003).

O P. vivax esta filogeneticamente relacionado a outras espécies
causadoras de malaria humana, com exce¢cédo do P. falciparum, e com trés
espécies de Plasmodium causadoras de malaria em primatas da Asia,
formando um grupo monofilético (Escalante et al., 2005), ou seja, todos eles
evoluiram a partir de um ancestral comum. Estudos de variabilidade de
microssatélites e repeti¢cdes in tandem indicam que P. vivax tornou-se capaz de
infectar humanos ha apenas 10.000 anos aproximadamente, quando houve
uma troca de hospedeiros (de primatas para humanos) (Leclerc et al., 2004),
embora outros estudos baseados nos polimorfismos de dois genes nucleares e

genes mitocondriais datam esse fato como ocorrido entre 45.000 e 81.000 anos
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(Escalante et al., 2005, Mu et al., 2005), ou entre 217.000 e 304.000 anos atras
(Jongwutiwes et al., 2005). A razdo para a discrepancia entre esses dados
pode estar relacionada as diferengas entre as amostras utilizadas. Portanto, foi
realizada uma analise de todos os dados em conjunto 0 que sugere que 0s
melhores resultados sdo aqueles descritos por Mu e colaboradores (2005)
(Cornejo & Escalante, 2006).

P. vivax e P. simium sado geneticamente semelhantes, entdo acredita-
se que houve uma segunda troca de hospedeiros na América do Sul, onde P.
vivax passaria a infectar primatas sul-americanos, surgindo entdo, a espécie P.
simium (Escalante et al., 2005; Mu et al., 2005). Diversas espécies parasitas de
gibdes e orangotangos deveriam ser incluidas nas analises moleculares
filogenéticas, pois poderiam ajudar no esclarecimento da origem dessa espécie
(Cornejo & Escalante, 2006).

1.4 - Antigeno 1 de membrana Apical

A habilidade dos plasmddios em primeiro reconhecer e entao invadir
as células sanguineas constitui o pivé do processo da doenga, e as moléculas
do parasito envolvidas no reconhecimento e invasdo sao, sem duvida,
consideradas alvos de imunizagao profilatica (Mitchell et al., 2004). Para o
parasito ter sucesso na invasdo, ele deve expressar receptores de ligagdo no
eritrocito, sofrer uma reorientagao apical, formagao de juncao e entdo sinalizar
para invasao com posterior formacdo do vacuolo derivado da membrana
plasmatica do eritrocito (Miller et al., 2002).

O contato inicial entre o merozoito e o eritrécito € um passo crucial, ja
que o parasito deve distinguir entre aquelas células aptas a serem invadidas e
outros tipos celulares (Cowman & Crabb, 2006). A superficie do merozoito é
envolvida por proteinas ancoradas via glicosilfosfatidilinositéis (GPI), como as
MSPs (Proteinas de superficie de merozoitos), por proteinas de superficie de
membranas e por proteinas das micronemas, como AMA-1 (Sanders et al.,
2005). Diversas proteinas presentes nas diferentes fases evolutivas do parasito
participam ativamente no processo de infecgdo envolvendo, portanto,
receptores especificos. Essas proteinas constituem importantes alvos para

compor possiveis vacinas antimalaricas. Dentre as moléculas da fase
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eritrocitica, apresentam destaque a proteina de superficie de merozoito - 1
(MSP-1) e o antigeno de membrana apical — 1 (AMA-1).

AMA-1 foi inicialmente descrita como uma proteina de 66-kDa em
Plasmodium knowlesi (PK66) presente na fase tardia de formac&o dos
esquizontes (Deans et al., 1982). Desde entdo, percebeu-se que esta proteina
possuia um papel importante na invasao de eritrécitos, pois neste trabalho foi
visto que anticorpos monoclonais inibiam a invasao in vitro dos esquizontes nos
eritrocitos.

AMA-1 é uma proteina integral de membrana do tipo 1, altamente
imunogénica (Peterson et al, 1989; Narum & Thomas, 1994; Galinski et al.,
1996; Riley et al., 2000) presente em todas as espécies de Plasmodium ja
examinadas. Possui pelo menos 16 residuos de cisteina, sendo que todos eles
estdo incorporados em oito pontes dissulfeto formando os trés dominios da
molécula, sendo que o dominio | (residuos 43-248, 19 kDa) possui trés pontes
dissulfeto, o dominio Il (residuos 249-385, 13 KDa) possui duas e o dominio Ill
(residuos 386-487, 13 KDa) possui trés, como pode ser visto na Figura 4
(Hodder et al., 1996; Pizarro et al., 2005). O dominio | € o mais polimorfico

deles, seguido pelo dominio Il (Polley et al., 2003). O dominio Il, ao contrario

Figura 4: Antigeno de Membrana Apical 1 (AMA-1). Em destaque as oito pontes dissulfeto

determinando os trés dominios da proteina. Figura adaptada de Hodder et al., 1996
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dos outros, é uma regido relativamente conservada de AMA-1, e apresenta
uma maior estabilidade com o dominio | do que com o dominio Ill, em funcao
da estrutura da proteina (Feng et al., 2005). AMA-1 possui duas alcas
hidrofobicas, uma proxima a regido N terminal, a qual pode atuar como um
peptideo sinal, e a outra localizada a 55 aminoacidos do residuo C terminal
(Peterson et al., 1989). A proteina AMA-1 ¢é sintetizada tardiamente durante as
ultimas quatro horas da fase eritrocitica (Crewther et al., 1990), quando os
esquizontes ja se apresentam maduros e segmentados (Narum & Thomas,
1994). Acreditava-se que esta proteina era expressa inicialmente como um
precursor de vida curta de 80 kDa presente no complexo apical do merozoito
associado a parte mais eletrodensa das roptrias sendo proteoliticamente
processada na porcdo N-terminal antes de translocar-se para a superficie dos
merozoitos maduros em um fragmento de 62 kDa (Hodder, 1996, Anders et al.,
1993, Crewther et al., 1990, Narum & Thomas, 1994). No entanto, foi
comprovado que AMA-1 se localiza enquanto precursora de 80 kDa e mesmo
ja processada nos micronemas, € nao nas roptrias, e que a proteina é
translocada ao longo de microtubulos durante o desenvolvimento do merozoito
até ser encontrada na sua membrana no momento da ruptura do esquizonte
(Healer et al., 2004; Bannister et al., 2003). Segundo Narum & Thomas (1994),
esta proteina ainda é presente nos estagios iniciais de trofozoitos, ndo sendo
perdida durante a invasdo, como inicialmente proposto pelo fato de néao
detecta-la em trofozoitos por imunofluorescéncia (Peterson et al., 1989). Foi
visto que, pelo menos em P. falciparum, tanto o precursor quanto a molécula
processada possuem o dominio transmembrana e citoplasmatico nao-
modificados (Howell et al., 2001). Apds a translocagdo para a superficie do
merozoito, a proteina é proteoliticamente clivada em um de dois sitios
possiveis: entre os dominios Il e lll, ou em um sitio apds o dominio Ill, préximo
a membrana (Howell et al., 2001, Healer et al., 2004). Como resultado, a
proteina permanece na superficie do merozoito na forma de dois fragmentos,
sendo que no caso de P. falciparum, possuem 44 e 48 kDa cada (Howell et al.,
2001).

A proteina AMA-1 também €& expressa em esporozoitos, e € perdida

apo6s a invasao dos hepatdcitos, e anticorpos anti-AMA-1 inibem a invasao dos

10



Introducéao

esporozoitos, sugerindo que esta proteina também estaria envolvida no
processo de invasao dos hepatdcitos (Silvie et al., 2004).

A estrutura cristalizada do ectodominio da proteina AMA-1 de P. vivax
foi recentemente publicada (Pizarro et al., 2005), e compreende os residuos
Pro** a Leu*®. O trabalho confirmou a divisdo desta regido em trés dominios
estruturais ja citados anteriormente (Figura 5). Varias quebras ocorreram nas
cadeias principais de todos os dominios como resultado da falta ou baixa
densidade de elétrons; estas regides correspondem a 15% da cadeia
polipeptidica. Um fato interessante observado pelos autores foi que n&o havia
eletrodensidade no segmento de 40 residuos de aminoacidos (295-334) no
dominio Il, mostrando que esta regido € desordenada ou possui mobilidade.
Essa regido foi determinada como o “loop” do dominio Il. Comparando a
estrutura de AMA-1 de P. vivax com outras estruturas tridimensionais
conhecidas, os autores descobriram que os dominios | e Il sdo estruturalmente
semelhantes entre si, sugerindo que eles podem ter se originado a partir da
duplicagao dentro de um mesmo gene.

O gene que codifica AMA-1 é altamente conservado entre as
especies de Plasmodium que infectam roedores, macacos ou humanos (Cheng
& Saul, 1994). O primeiro trabalho que afirmou que AMA-1 estava presente em

todas

B) PS PD Dom!| Domll Domlll DT CC

Figura 5: Antigeno de Membrana Apical 1. A) Estrutura terciaria da proteina PvAMA-1: verde =
dominio I, azul = dominio Il e violeta= dominio lll. Figura extraida de Pizarro et al., 2005. B)
Esquema do Antigeno de Membrana Apical 1: PS = Peptideo sinal, PD = Pr6-dominio, Dom | =
Dominio I, Dom Il = Dominio II, Dom Ill = Dominio Ill, DT = Dominio transmembrana e CC =

Cauda citoplasmatica. Figura adaptada de Hodder et al., 1996
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as especies de Plasmodium ja analisadas foi o publicado por Waters e
colaboradores (1990), onde um experimento de hibridizacdo de DNA mostrou
que existiam sequéncias altamente semelhantes em todas as espécies de
plasmodios de simios testadas (Plasmodium fragile, Plasmodium cynomolgi, P.
knowlesi, Plasmodium inui) e em P. vivax. Em P. falciparum e P. berghei, a
presenca de AMA-1 foi demonstrada por imunofluorescéncia (Waters et al.,
1990). Além disso, tentativas de silenciar o gene AMA-1 de P. falciparum
(PfAMA-1) com plasmideos nocautes (contendo o gene rompido) falharam, nao
ocorrendo crescimento de culturas transfectadas, indicando que o
silenciamento desse gene € deletério para o crescimento do parasito na fase
eritrocitica do ciclo (Triglia et al., 2000). Estes fatos sugerem que AMA-1 seja
essencial para a biologia e sobrevida do parasito. Também ja foram vistas
proteinas homdlogas a AMA-1 em outros organismos pertencentes ao Filo
Apicomplexa, incluindo Toxoplasma (Hehl et al., 2000) e Babesia (Gaffar et al,
2004). Assim, ocorre limitada diversidade deste gene, apesar de ocorrerem
mutagdes pontuais em varios alelos, com algumas mudancgas de aminoacidos
(Marshall et al., 1996; Thomas et al., 1990).

Estudos recentes propdem que AMA-1 possui um papel no inicio do
processo de invasao do eritrocito, e pode ser diretamente responsavel pela
reorientacdo do complexo apical do merozoito ao encontrar um eritrocito, ou
esta molécula pode iniciar o contato entre o parasito e o eritrocito, agao
dependente da ligacdo de proteinas Duffy (Mitchell et al., 2004). Foi
demonstrado que o dominio Ill de AMA-1 se liga a proteina Kx de membrana
de eritrocito, e em experimentos com eritrocitos sem expressao desta proteina,
foi visto que a taxa de invasao pelo parasito foi menor, indicando um papel
significante, porém n&o exclusivo de AMA-1 no processo de invasao (Kato et
al., 2005). Em 1990, Waters e colaboradores anteciparam um papel para PK66
(proteina de P. knowlesi de 66kDa, homdloga a AMA-1) no processo de
reorientacado do parasito na superficie dos eritrécitos.

Anticorpos anti-AMA-1 podem inibir a invasdo do merozoito in vitro
(Hodder et al., 2001) e proteger contra os efeitos da doengca em infec¢des
experimentais em P. knowlesi (Deans et al., 1982; Thomas et al., 1984; Deans
et al., 1988), Plasmodium chabaudi (Anders et al., 1998), P. yoelli (Narum et al.,
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2000) e P. falciparum (Stowers et al., 2002; Kocken et al., 2002). Além disso,
Triglia e colaboradores (2000) sugerem que anticorpos anti-AMA-1 inibem a
invasao dos eritrocitos pelos merozoitos. A resposta imune protetora contra
AMA-1 é altamente direcionada para os epitopos conformacionais dependentes
das pontes dissulfeto (Anders et al., 1998). O dominio | polimorfico é
considerado o principal alvo da resposta protetora mediada por anticorpos
(Hodder et al, 2001). No entanto, ha evidéncias, pelo menos em P. falciparum,
que epitopos do dominio Ill sdo alvos importantes para anticorpos inibitérios em
humanos (Nair et al., 2002). O dominio Il apesar de conservado também pode
ser alvo de respostas protetoras via anticorpos (Feng et al., 2005).

Foi visto que em P. falciparum que os polimorfismos ocorrem ao longo
da regido codificante da proteina, principalmente dentro do ectodominio, em
regides definidas da molécula, indicando que AMA-1 esta sobre uma selegéo
diversificadora positiva, resultado da pressao do sistema imune (Marshall et al.,
1996; Oliveira et al., 1996). Além disso, esses polimorfismos sdo os principais
responsaveis pela evasao da resposta imune pelo parasito (Healer et al, 2004).
Acredita-se que os polimorfismos presentes em regides nao-repetitivas podem
estar envolvidos no escape do reconhecimento por células T que possuem um
papel crucial na imunidade contra a malaria, tanto pela regulagdo da produgéo
de anticorpos quanto por mediar a imunidade celular dependente de anticorpos
(Verra & Hughes, 2000). E este é o ponto critico da imunidade contra a malaria,
pois a resposta imune do hospedeiro a uma variante alélica € pouco efetiva
contra parasitos que expressam diferentes formas alélicas em um unico locus
(Crewther et al., 1996; Renia et al., 1997).

A caracterizagao de ortdlogos de AMA-1 de espécies de Plasmodium
incluindo P. vivax, P. falciparum, P. chabaudi, P. knowlesi, P. cynomolgi, P.
fragile e P. reichenowi tem demonstrado que AMA-1 é uma molécula pouco
polimdrfica com varias caracteristicas estruturais conservadas presentes em
todos os ortdlogos descritos (Dutta et al., 1995; Kocken et al., 2000). A
comparagao entre todas as sequéncias de aminoacidos conhecidas de
homdlogos de AMA-1 mostrou mais de 50% de identidade entre elas, com pelo
menos 16 residuos de cisteina conservados em todas as sequéncias (Marshall
et al., 1989; Peterson et al., 1990; Waters et al., 1990; Cheng & Saul, 1994;

Dutta et al., 1995; Marshall et al., 1996). Em todos os casos onde as
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sequéncias de AMA-1 de diferentes isolados de uma mesma espécie foram
analisadas, existem regibes do gene onde varias substituicbes de base
ocorrem. O dominio | contém 58% de todos os sitios onde ocorrem
substituicbes de aminoacidos que se localizam principalmente entre o primeiro
e terceiro residuo de cisteina (Hodder et al., 1996). Isso sugere que esta regiao
consiste no maior alvo da resposta imune (Verra & Hughes, 2000).

Em P. falciparum a analise de todas as seqiéncias de PfAMA-1
revelaram pelo menos 68 sitios polimérficos, sendo que apenas 6 dessas
substituicbes foram sinGnimas, e que elas ocorrem em sua maioria entre o
primeiro e oitavo residuo de cisteina (Marshall et al., 1996; Gupta et al., 2005).
Isso sugere que AMA-1 é um alvo importante para a imunidade naturalmente
adquirida, e que esta imunidade é cepa-especifica, como ja foi observado em
experimentos com P. chabaudi e P. berghei (Crewther et al., 1996, Kappe et
al., 1996, respectivamente) e em experimentos in vitro realizados com P.
falciparum (Hodder et al., 2001). Um estudo bastante interessante realizado
com P. falciparum mostrou que certas substituicdes de nucleotideos em
determinados sitios do dominio | estdo diretamente associados a morbidade da
doenga, ou seja, o perfil de polimorfismo apresentado pelos pacientes
assintomaticos diferiu significativamente do perfil apresentado pelos pacientes
sintomaticos. Acredita-se que determinados residuos s&o capazes de diminuir
a imunogenicidade de AMA-1, sendo necessario um tempo maior de exposigao

para o desenvolvimento de uma resposta imune efetiva (Cortés et al., 2003).

1.4.1 — Estudos de polimorfismo no gene AMA-1 de Plasmodium
vivax (PvAMA1)

A primeira analise de sequéncias de AMA-1 de P. vivax foi realizada
por Cheng & Saul, em 1994 utilizando dois isolados que hoje consistem em
sequéncias de referéncia para analises filogenéticas (PH84 e PVQ) e outros
seis isolados asiaticos. Apos o sequenciamento e posterior analise, foi visto
que a regido codificadora de AMA-1 em P. vivax possui 1686 pb de
nucleotideos com 56% de conteudo A+T, que gera uma proteina de 562
aminoacidos. A comparagao entre essas sequéncias mostrou polimorfismo

limitado, diferindo em 12 bases simples e resultando em nove substituicdes de
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aminoacidos, sendo que a maioria destas substituicdes esta presente na regido
entre 300-700 pb (Cheng & Saul 1994).

Na maioria dos genes codificadores de proteinas, a taxa de
substituicbes sinbnimas (quando ndo ha mudanga de aminoacidos) € bem
maior que a taxa de substituigdes ndo-sinbnimas (quando ocorre alteracéo de
aminoacidos), uma condi¢do conhecida como selegcao purificadora (Verra &
Hughes, 2000). O padrao oposto presente em AMA-1 € mais um indicativo de
que ha uma pressao seletiva nos epitopos para reconhecimento dos
anticorpos, gerando uma selegao diversificadora positiva (Hughes & Nei, 1988;
Verra & Hughes, 2000). Outra hipdtese é que ha uma maior selegdo contra
mutacdes sinbnimas nesta proteina em funcdo da necessidade de formar
corretamente as pontes de dissulfeto (Hodder et al., 1996). Ao contrario de P.
falciparum, que contém em sua sequéncia 16 residuos de cisteina
conservados, no gene AMA-1 de P. vivax (PVvAMA-1) sdo encontrados 19
residuos (Cheng & Saul, 1994), sendo todos eles encontrados no ectodominio
da molécula (Hodder et al., 1996).

A maior analise molecular de PvAMA-1 ja realizada inclui 219
sequéncias provenientes de isolados das Filipinas (Morong, Palawan e Agusan
del Sur), China, india, Indonésia, Papua Nova Guiné, llhas Salomo, Vanuatu e
Africa (Figtree et al., 2000). Neste estudo, foram identificados 69 haplétipos
diferentes, com 22 sitios polimoérficos e 65 substituicbes de aminoacidos.
Muitos destes haplétipos sao exclusivos de isolados particulares a cada local
avaliado, ndo sendo encontrados em outras areas.

Dois anos apds este estudo, foi realizada uma anadlise de 22
sequéncias provenientes da Coréia do Sul numa tentativa de se determinar a
origem das populagdes de P. vivax causadoras dos casos re-emergentes de
malaria naquela regidao (Han et al., 2002). Ap6és a analise das sequéncias,
foram identificados dois haplétipos, com 13 sitios de mutacéo. Estes haplotipos
s&o similares a dois isolados chineses, CH-10A e CH-05A anteriormente
descritos por Figtree e colaboradores (2000). Essas evidéncias permitiram a
inferéncia de que o leste asiatico constitui a provavel origem das populagdes de
P. vivax re-emergentes. Conclusdo semelhante foi verificada em trabalho
posterior o qual analisou mais de 30 sequéncias de PVAMA-1 provenientes de

pacientes da Coréia do Sul (Chung et al., 2003).
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O primeiro e unico trabalho até o momento realizado no Brasil
apresentou 20 sequéncias do dominio | de PvAMA-1 de isolados provenientes
dos estados do Para, Amapa e Rondénia (Rodrigues et al., 2005). Os autores
encontraram 13 sitios polimdérficos e oito haplétipos, utilizando como parametro
a sequéncia do isolado PH-84 (Anexo 1), e relacionaram esses polimorfismos a
resposta imune especifica dirigida a proteinas recombinantes que representam
o ectodominio de PvAMA-1.
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2. JUSTIFICATIVA

Estudos da diversidade populacional dos parasitos causadores da
malaria apresentam grande significado pratico para o desenvolvimento de
possiveis estratégias de controle da doenga (Cui, 2003) como, por exemplo, 0
desenvolvimento de uma vacina antimalarica. A caracterizagdo de genes
responsaveis pela resisténcia de P. falciparum e mesmo P. vivax a
antimalaricos também constitui uma abordagem atual que depende de
conhecimentos acerca da diversidade genética de populagdes naturais do
parasito.

O antigeno 1 de membrana apical (AMA-1) € uma proteina integral de
membrana do tipo 1 apresentando-se bastante imunogénica (Peterson et al,
1989; Narum & Thomas, 1994; Galinski et al., 1996; Riley et al., 2000) e esta
presente em todas as espécies de Plasmodium ja examinadas. Esta proteina
possui um papel relevante no processo de invasao do eritrocito por merozoitos,
podendo ser diretamente responsavel pela reorientagcdo do parasito (Mitchell et
al., 2004). Além disso, esta molécula pode iniciar o contato entre o parasito e o
eritrocito, acdo dependente da ligagao de proteinas Duffy (Mitchell et al., 2004).
O gene que codifica AMA-1 é altamente conservado entre as espécies de
Plasmodium que infectam roedores, macacos e humanos (Cheng & Saul,
1994), porém exibe diversidade alélica.

Trabalhos sobre a diversidade génica de AMA-1 de P. vivax ja foram
publicados, porém ha uma escassez de trabalhos realizados na América
Latina, em especial no Brasil. Considerando que o P. vivax possui ampla
distribuicdo no mundo sendo o maior responsavel pelos casos de malaria na
América Latina, Asia e Oceania e que no Brasil esta espécie é responsavel por
aproximadamente 80% dos casos notificados, torna-se de extrema relevancia o
estudo da diversidade genética desta importante molécula em isolados naturais
brasileiros.

A associagao entre residuos polimérficos da proteina AMA-1 de
P. falciparum e aspectos da morbidade ja foi vista (Cortés et al., 2003).
Considerando que a proteina AMA-1 €& bastante imunogénica, e que
polimorfismos presentes no seu ectodominio podem estar associados a

aspectos da morbidade, é justificavel a investigacdo da possivel existéncia de

17



Justificativa

associagao entre polimorfismos do gene PVAMA-1 e aspectos clinicos da

malaria causada por P. vivax.
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3. OBJETIVOS

3.1 - Objetivo Geral:

Caracterizar o dominio | do gene PvVAMA-1 em isolados de P.
vivax oriundos de pacientes provenientes de diferentes areas endémicas para

malaria na Amazonia Brasileira.

3.2 - Objetivos especificos

¢ Amplificar por PCR o dominio | da proteina AMA-1 em populagdes de P.
vivax originarias de infeccbes naturais de pacientes de area endémica
brasileira.

e Sequenciar o dominio | do gene PVAMA-1, a partir dos produtos
amplificados.

e Comparar os polimorfismos das sequéncias dos isolados brasileiros com
os depositados no banco de dados GenBank™ .

o Realizar analises intrapopulacionais e interpopulacionais a partir das
sequUéncias obtidas e analisadas.

e Correlacionar os polimorfismos encontrados nas amostras brasileiras com
0 grau de parasitemia e a contagem do numero de plaquetas em pacientes

infectados por P. vivax.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1- Populacgao de estudo:

No presente estudo foram avaliadas trés populagdes distintas, que
somam 233 amostras de sangue obtidas de 193 pacientes diagnosticados para
malaria. A seguir, serdo apresentadas as populagdes de estudo agrupadas de

acordo com as duas localidades avaliadas.

4.1.1 — Populacao de Cuiaba

A populagdo de Cuiaba é composta por pacientes residentes no
municipio de Cuiaba, estado de Mato Grosso, onde ndo ocorre transmisséo
ativa da doenca. Estes individuos adultos, na sua maioria do sexo masculino
(80%), adquiriram malaria em diferentes areas de transmissao localizadas em
diferentes estados amazonicos brasileiros (Figura 6). Os pacientes, ao
procurarem o servico de pronto-atendimento do ambulatério do Hospital Julio
Muller da Universidade Federal de Mato Grosso, foram atendidos e um exame
clinico minucioso com atencao especial para os aparelhos cardiovascular e
respiratorio foi realizado, além de serem avaliados a palidez da mucosa, a
ictericia e foi realizada a palpagao esplénica. Confirmaram-se, assim, os casos
de malaria importada. Foi aplicado um questionario padréo (anexo Il) contendo
informacdes sobre dados pessoais do paciente como idade, naturalidade, sexo
(caso a pessoa seja do sexo feminino, se gestante), cor, estado civil,
escolaridade, ocupacao principal, e informagdes relacionadas a malaria como o
resultado da gota-espessa, parasitemia (expresso em numero de parasitos/uL
sangue), contagem de plaquetas, histéria migracional, duragcédo e
caracterizagdo dos sintomas. Todos os pacientes foram tratados de acordo
com a politica nacional de tratamento da malaria no Brasil conforme
preconizado no Manual de Terapéutica da Malaria (Ministério da Saude, 2001).

De cada paciente foram coletados 5 mL de sangue de veia cubital, em
tubos vacutainer com EDTA. Imediatamente apos a retirada do sangue o tubo

foi mantido em geladeira a 4° C, até o momento da extragdo do DNA.
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Cento e oitenta e trés amostras provenientes de 143 pacientes foram
colhidas entre maio de 2001 e janeiro de 2006. As infeccbes foram adquiridas
nos Estados do Acre (AC), Amazonas (AM), Mato Grosso (MT), Para (PA),
Rondoénia (RO) e Roraima (RR). Dos 143 pacientes, 113 possuiam apenas uma
amostra coletada em um unico periodo apresentando, portanto, um unico
registro no banco de dados do ambulatério do Hospital Julio Mdller. Os 30
pacientes restantes possuiam entre duas a cinco amostras coletadas em
épocas diferentes, o que implicou em retorno ao ambulatério do Hospital Julio
Mdller, indicando, portanto, a ocorréncia de possiveis recaidas ou reinfecgdes.
Esses 30 pacientes respondem por 70 amostras.

De acordo com o exame da gota-espessa, P. vivax foi diagnosticado
em 72,5%, enquanto P. falciparum foi diagnosticado em 20,0%. Infeccgdes
mistas foram diagnosticadas em 7,5% dos pacientes. Aproximadamente 35%
dos pacientes apresentaram baixas parasitemias (até 500 parasitos/uL),
enquanto 33% apresentaram parasitemias moderadas (até 2.000 parasitos/uL)

e 32% apresentaram altas parasitemias (acima de 2.000 parasitos/uL).

4.1.2 — Populacao de Apiacas

A segunda populacdo estudada €& composta por 50 garimpeiros
residentes no Garimpo Satélite, Municipio de Apiacas, Mato Grosso. Este
municipio esta localizado a aproximadamente 1.000km da capital Cuiaba no
extremo norte do estado, na divisa dos estados do Para e Amazonas (Figura
6). Estes individuos compdem parte de um estudo epidemioldgico tipo corte
transversal conduzido no ano de 1996 pelo Dr. Cor Jesus Fernandes Fontes,
UFMT (Fontes, 2001), onde foram avaliados um total 531 garimpeiros. As
etapas de coleta de dados e acompanhamento clinico foram realizadas
exclusivamente pelo Dr. C.J.F.Fontes.

Durante a coleta de dados todos os pacientes foram entrevistados
com o auxilio de um questionario clinico-epidemiolégico que abordava dados
demograficos, histérico de migracdo, de exposigdo a malaria, bem como
sintomas clinicos apresentados pelos pacientes. Foram confeccionadas gotas
espessas com o sangue colhido de cada individuo e coletado sangue em

papéis filtro para armazenamento das amostras.
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O diagnéstico molecular realizado nestas amostras se baseou na
amplificacdo do gene 18S rRNA conforme padronizagédo prévia realizada por
nosso grupo (Scopel et al., 2004). Somente as amostras positivas para P. vivax

foram selecionadas para o presente estudo.
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Figura 6: Mapa do Brasil evidenciando a procedéncia das amostras de sangue coletadas no

HJM ou no Garimpo Satélite em Apiacas, MT.

4.2 - Extracdo de DNA

A extracao de DNA foi realizada diretamente a partir de amostras de
sangue conservadas em guanidina 4M, seguindo o protocolo de extragcdo a
partir de 300uL de sangue total descrito no kit Genomic DNA Purification Kit, da
Puregene®, EUA. Para a lise celular, 300uL de sangue foram adicionados a um
tubo de microcentrifuga (1,5mL) contendo 900uL de Solugdo de Lise de
eritrocitos. As amostras foram incubadas por um min a temperatura ambiente,
invertendo-se gentilmente os tubos por 10 vezes. Apds 20 seg de centrifugacao
a 16.000 g o sobrenadante foi removido deixando no tubo um sedimento celular
com aproximadamente 10-20uL de liquido residual. Os tubos foram levados ao

vortex por 10 seg para ressuspensao das células. Foram adicionados em cada
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tubo 300uL de Solucido de Lise Celular. Apds a lise, 100uL de Solucdo de
Precipitacdo Protéica foram adicionados a cada tubo. Novamente, os tubos
foram levados ao vortex por 20 seg para misturar a solugdo uniformemente
com o lisado celular. Seguiu-se a centrifugagao (16.000 g) por 1 min para
obtencdo de um sedimento que foi descartado. O sobrenadante de
aproximadamente 400 uL contendo o DNA foi transferido para um novo tubo de
microcentrifuga (1,5 mL) contendo 300uL de isopropanol 100% (2-propanol).
Os tubos foram invertidos gentimente 50 vezes. As amostras foram
centrifugadas por 1 min a 16.000 g. O sobrenadante foi descartado e 300uL de
etanol 70% foram adicionados, invertendo-se os tubos varias vezes para lavar
o sedimento de DNA. As amostras foram centrifugadas por um min a 16.000 g.
Os tubos foram invertidos e secados em um papel absorvente por cinco seg. O
ultimo passo foi a solubilizagdo do DNA: 100uL de Solugédo de Solubilizagao de
DNA foram adicionados aos tubos que foram levados ao vortex por cinco seg e
incubados a 65°C por cinco min. Novamente, os tubos foram levados ao vértex

por cinco seg, sendo estocados a 4°C.
4.3 — Amplificacdes do DNA

4.3.1 - Amplificacdo do gene codificador da proteina AMA-1 de P.

vivax

Para a amplificagdo do gene da proteina AMA-1 de P. vivax, foram
realizadas nested PCRs, segundo protocolo descrito por Cheng & Saul (1994).

A primeira reagado consiste da adigdo de 0,2 pmoles dos iniciadores
PvAR11 (5-TCC TAA ATT TTT ACG GGG GCA-3’) e PVAF11 (5-AGA ATT
CCA GCT CCA AGA TG-3’), 0,2mM de dNTPs, 5,0 yL de tampao Taq
Promega® - Madison, USA - 11X, MgCl, 1,5mM, 1,25U de Taq polimerase
Promega® - Madison, USA, e 5,0uL (aproximadamente 100 ng) de DNA,
totalizando 50uL de mix. Em termociclador, as amostras passaram por um ciclo
inicial de 95 °C por cinco min, e em seguida por dois ciclos de 95°C por 30 seg,
45°C por 50 seg e 72°C por 40 seg, seguidos por mais 33 ciclos de 95°C por
30 seg , 55°C por 50 seg e 72°C por 40 seg. A reagéo foi entdo finalizada com
10 min a 72 °C.
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Para a segunda reacao, 0,26 pmoles dos iniciadores PvAR11 (5’- TCC
TAAATT TTT ACG GGG GCA -3’) e PVAF05 (5-GTA TCG TCA TAG AGA ATT
CCG-3’), 0,2mM de dNTPs, 5,0 uL de tampao Taq Promega®- Madison, USA
— 1X, MgCl; 1,5mM, 1,25U de Taq polimerase Promega® - Madison, USA, e
2,0uL do produto de mix da primeira reagdo foram adicionados, totalizando
50uL de mix. Para a segunda reacdo, as condi¢gdes de amplificagcdo foram
semelhantes aquelas descritas anteriormente: um ciclo inicial de 95 °C por
cinco min, dois ciclos de 95°C por 30 seg, 45°C por 50 seg e 72°C por 40 seg,
seguidos por 23 ciclos de 95°C por 30 seg, 55°C por 50 seg e 72°C por 40 seg.
Da mesma forma, a reacao foi finalizada por uma extensdo por 10 min a 72°C.
Os fragmentos amplificados apresentaram aproximadamente 400 pb, e
representam a dominio | da regido codificadora da proteina, que se localiza
entre os nucleotideos 320 e 738.

Um controle positivo (DNA extraido de pacientes infectados com P.
vivax) e dois controles negativos (DNA extraido de individuos livres de infecgao
por qualquer espécie de Plasmodium e mix da reagcdo de PCR sem acréscimo
de DNA) foram incluidos em cada experimento. Os produtos de amplificagdo
foram visualizados em gel de poliacrilamida 6%, tampao TBE 1X, corrido a 140
volts por aproximadamente 2 horas. O gel de poliacrilamida foi fixado em
solucao de alcool etilico 10% e acido acético 0,5%, corado em solugéo de
nitrato de prata e os fragmentos de aproximadamente 100pb foram
evidenciados em solugao reveladora de hidréxido de sédio e formaldeido
(Sanguinetti et al., 1994).

4.3.2 — Amplificacédo do gene 18S rRNA de plasmodios

A fim de confirmar a presenca de P. vivax como espécie determinante
das infec¢des, uma nested PCR foi realizada segundo protocolo inicialmente
descrito por Kimura e colaboradores (1997) e modificado por Scopel e
colaboradores (2004). A primeira reagdo é género-especifica e a segunda,
espécie especifica. A primeira reagao consiste em um volume final de 25 yL de
solucao contendo 10 pmoles do iniciador P1 (5-ACG ATC AGA TAC CGT CGT
AAT CTT-3"), 10 pmoles do iniciador P2 (5-GAA CCC AAA GAC TTT GAT
TTC TCA T-3") (Kimura et al., 1997), 125 uM de dNTPs (dATP, dGTP, dCTP e
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dTTP), 2,5 pL de tampdo Taq Promega® - Madison, USA — 1X, MgCl, 1,5mM,
1,25 unidade de Taq polimerase Promega®- Madison, USA e 5 pL de DNA. A
amplificacdo consiste de um ciclo de 92 °C por dois min, 35 ciclos de 92 °C por
30 seg e 60 °C por 90 seg, e 60 °C por cinco min. O produto de amplificagao
obtido contém aproximadamente 130 pb. Os produtos finais desta reacéo foram
diluidos 40X em agua estéril.

A segunda reagao contém as mesmas condi¢gdes da primeira, exceto
pelos iniciadores que permitem o diagndstico molecular especifico, acrescidos
de 5 uL de DNA diluido 40X. Todas as reagdes utilizaram o iniciador P1 e
outro, espécie-especifico. Para amplificacdo especifica de P. falciparum foi
utilizado o iniciador PF (5-CAA TCT AAA AAG TCA CCT CGA AAG ATG-3").
Para diagnosticar infecgdes por P. vivax, o iniciador utilizado foi o PV (5 -CAA
TCT AAG AAT AAA CTC CGA AGA GAA A-3°). E finalmente, para P. malariae,

o iniciador utilizado foi o PM (5-GGA AGC TAT CTA AAA GAA ACA
CTC ATA T-3"). A amplificagdo é constituida por um ciclo de 92 °C por dois
min, 18 ciclos de 92 °C por 30 seg e 60 °C por 90 seg, seguidos por cinco min a

60 °C. O fragmento obtido contém aproximadamente 100pb.

Em todas as reacdes foram utilizados dois controles negativos (mix da
PCR sem acréscimo de DNA e DNA de individuos livres de infec¢ao) e trés
controles positivos (para cada espécie de Plasmodium) a fim de detectar falhas
no processo de realizagdo da técnica de PCR e/ou contaminagdes. Os
produtos de amplificacdo foram visualizados em gel de poliacrilamida 6%, e

corados pela prata.

4.4 — Sequenciamento do gene PvAMA-1

O gene PVAMA-1 foi sequenciado a partir do produto de PCR de
AMA-1. Para a purificagao do produto de PCR, foi utilizado o kit GFX PCR DNA
and Gel Band Purification Kit, da Amersham Biosciences®, NJ, USA e um
protocolo utilizando PEG 8.000 20%. Para cada purificacdo com o kit, uma
coluna GFX foi inserida num tubo coletor onde 500 uL de tampao de captura
foram adicionados. O produto de PCR foi transferido para a coluna GFX,

evitando transferir 6leo mineral. Os tubos foram centrifugados a 16.000 g por
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30 seg. A coluna GFX foi retirada e o tubo coletor, esvaziado. A coluna GFX foi
recolocada no tubo coletor e foram adicionados 500 uL de tampé&o de lavagem.
Novamente os tubos foram levados a centrifuga por 30 seg a 16.000 g. Os
tubos coletores foram descartados e as colunas GFX, recolocadas em tubos de
microcentrifuga (1,5 mL). Cinquenta microlitros de agua bidestilada estéril
foram adicionados na coluna GFX. As amostras foram entdo incubadas a
temperatura ambiente por 1 min, e logo apds, centrifugadas a velocidade

maxima (16.000 g), também por 1 min.

As amostras purificadas com o PEG 8.000 seguiram o seguinte
protocolo: foi adicionado PEG 8.000 20% nos tubos de microcentrifuga (com o
produto de PCR) em volume idéntico ao do produto de PCR. As duas solugdes
foram misturadas no agitador. Os tubos foram levados a centrifuga apenas
para que o volume aderido a parede do tubo retornasse para o fundo. Os tubos
permaneceram em banho-maria a 37°C por 15 min. Logo apds, foram
centrifugados em centrifuga refrigerada a 4°C por 15 min a 15.000 g. Essa
etapa teve como objetivo a precipitagdo do DNA. Os sobrenadantes foram
entdo retirados e 125 pL de etanol 70% foram adicionados. Os tubos foram
novamente centrifugados a 4°C por 15 min a 15.000 g. Os sobrenadantes
foram novamente retirados e os tubos foram deixados na estufa para secarem.
ApOs secos, acrescentou-se H,O destilada (mesmo volume do produto de PCR
inicial).

As amostras purificadas foram analisadas em gel de agarose 1% a fim
de se determinar a concentracdo de DNA. Duas misturas de PCR contendo 4
ML de Mix para reagao de sequenciamento (Dyenamic ET Dye Terminator
Cycle Sequencing kit for MegaBace DNA Analysis Systems), 0,26 pmoles do
iniciador PvAf05 (5'-GTA TCG TCA TAG AGA ATT CCG-3’) (primeira mistura)
ou PVAR11 (5°-TCC TAA ATT TTT ACG GGG GCA-3’) (segunda mistura) e 5
ML do produto de PCR purificado, totalizando 10 uL, foram utilizadas para a
reacao de sequenciamento. Assim, para cada amostra, obtivemos a sequéncia

“‘Reverse” (iniciador PVAR11) e a sequéncia “Foward” (iniciador PVAF05).

Uma etapa fundamental antes de injetar as amostras no MegaBACE é
eliminar os nucleotideos marcados nao incorporados nas sequéncias. Para

isso, seguimos o protocolo fornecido pelo kit de Sequenciamento (Dyenamic
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ET Dye Terminator Cycle Sequencing kit for MegaBACE DNA Analysis
Systems) com algumas modificagdes. Para cada amostra, 1 yL de acetado de
amoénia (componente do kit) e 2,5 volumes de etanol absoluto foram
acrescentados. A placa de 96 pocgos foi agitada rigorosamente e depois
permaneceu por 20 min a temperatura ambiente, envolta em papel aluminio
para evitar agcdo da luminosidade. Depois desse periodo, a placa foi
centrifugada por 45 min a 5.000 g. O sobrenadante foi descartado por inversao
da placa. Foram acrescentados, em cada pog¢o, 150 pL de etanol 70%. A placa
foi novamente centrifugada por 15 min a 5.000 g. O sobrenadante foi
descartado (por inversdo da placa) e a placa deixada a temperatura ambiente
por 10 min, envolta no papel aluminio, para secagem dos pocos. A Uultima
solucdo acrescentada foi o tamp&o “loading” (componente do kit), em um
volume de 10 yL por amostra. A placa foi agitada rigorosamente e entéo,
rapidamente centrifugada. A placa foi entdo, injetada no MegaBACE. As
amostras foram sequenciadas pelo menos duas vezes, sempre a partir de uma

nova purificagdo de um novo produto de amplificagdo de PCR.

As amostras, apdés terem sido sequenciadas, foram inicialmente
analisadas por trés programas: Phred (Ewing et al., 1998), Phrap (Green,
1998), e Consed (Gordon et al., 1998). O software Phred é usado para o base-
calling, ou seja, interpretacdo do cromatograma, geracdo da sequéncia e
determinacao do valor de qualidade de cada base. As sequéncias foram entao
processadas pelo software Phrap, que calcula a sequéncia consenso a partir
das duas sequéncias geradas pelo par de iniciadores utilizados: PVAF05 e
PVAR11. O programa Consed é uma ferramenta para visualizar, editar e

finalizar as sequéncias criadas pelo Phrap.

4.5 — Associacéao entre polimorfismos e aspectos da morbidade

Os aspectos de morbidade selecionados para este estudo foram o
grau de parasitemia e a contagem de plaquetas. As amostras selecionadas
foram aquelas oriundas dos pacientes da populagdo de Cuiaba cujas amostras

de sangue foram colhidas entre agosto de 2004 a janeiro de 2006, quando
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passou-se a incluir a contagem de plaquetas como informacgéo relevante na
ficha médica de cada paciente.

Os pacientes foram divididos em grupos de acordo com a parasitemia
e niveis de plaquetas. Parasitemias baixas foram aquelas com numero de
parasitos igual ou inferior a 530/uL de sangue. Este valor foi obtido com base
no percentii 25% da amostra analisada. Dessa forma, 14 pacientes
apresentaram parasitemias < 530 parasitos/puL (média de idade de 40,1 £ 15,9
anos) e 42 pacientes com parasitemias acima de 530 parasitos/uL (média de
idade de 36,7 + 13,4 anos). Com relagdo ao numero de plaquetas avaliado por
contagem automatica de células sanglineas (ABX Pentra 90, Horiba
Diagnostics, Kyoto, Japao), os pacientes foram classificados em dois grupos:
(a) 32 pacientes plaquetopénicos (média de idade de 35,5 + 15,6 anos) que
apresentaram niveis de plaquetas inferiores a 150.000 plaquetas/pL e (b) 22
individuos com niveis de plaquetas superiores a 150.000 plaquetas/pL (média
de idade de 39,1 £ 13.3 anos). Quarenta e nove pacientes apresentaram as
dados referentes as duas informagdes (parasitemia e niveis de plaquetas) e
foram avaliados para se testar uma possivel correlagdo entre o grau de

parasitemia e o nivel de plaquetas no sangue.

4.6 — Andlise dos dados e analise estatistica

As analises foram realizadas comparando-se os resultados com as

k™ através do BlastN

sequéncias ja depositadas no bando de dados GenBan
(www.pubmed.com). As amostras foram alinhadas utilizando o programa
ClustalW (Thompson et al., 1994). As sequéncias foram editadas no programa

MEGA 3.1 (Kumar et al., 2004).

Apos a analise das seqliéncias obtidas avaliou-se o polimorfismo
encontrado em cada amostra e comparou-se as sequéncias brasileiras com
outras sequéncias de outros continentes. Para tais objetivos, foram realizados
os calculos da variabilidade nucleotidica (diferenga entre as sequéncias de
nucleotideos) através do programa Mega 3.1 e genotipica ou haplotipica
(diferenca entre as seqiéncias de aminoacidos) com o programa DNAsp 4.0

(Rozas et al.,, 2004). A taxa de substituicbes sinbnimas em sitios sinbnimos
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- ds - (substituicbes de nucleotideos que ndo alteram o aminoacido gerado) e a
taxa de substituigdes ndo sindnimas por sitio ndo sindnimo - dy - (substituicdes
de nucleotideos que geram uma mudanga de aminoacido) foram calculados
segundo o método de Nei e Gojobori (1986) com a corregao de Jukes e Cantor
(1969) a fim de se evidenciar a sele¢ao positiva natural, no Mega 3.1 (Kumar et
al., 2004), mesmo programa utilizado para construir as arvores filogenéticas
pelo método de Neighbor Joining (Saitou & Nei, 1987). Para comparar a
diversidade nucleotidica entre as sequéncias brasileiras com as sequéncias
dos outros continentes, foram calculados os valores de Fst (indice de fixagao
de alelos) no Software Arlequin 3.1 utilizando-se o método de distancia de
Jukes & Cantor (1969). O Fsr varia entre 0 (cada populacdo estudada
apresenta os mesmos hapldtipos entre si) e 1 (cada populagdo possui
haplétipos ndo presentes nas outras populagdes estudadas). No mesmo
programa, ainda foram identificados sitios que se apresentavam em
desequilibrio de ligagcdo. Os parametros utilizados foram os determinados pelo

préprio software.

Para comparar a frequéncia dos residuos de aminoacidos dos sitios
polimérficos com os parametros de morbidade (parasitemia e niveis de
plaquetas), utilizou-se o teste exato de Fisher (duas caudas). Os testes foram
considerados positivos apds a correcao de Bonferroni. O teste de Mann-
Whitney (Wilcoxon Runk-sum test) foi utilizado para comparar os valores das
medianas de parasitemia e plaquetas. O modelo de regresséao linear multipla foi
usado para testar a contribuicido independente da parasitemia e dos residuos
de aminoacidos dos sitios polimoérficos nos niveis sanguineos de plaquetas. Os
testes foram realizados no software Stata 6.0. Os niveis de significancia foram

definidos em 5%.
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5. RESULTADOS

5.1 - Amplificacdo do gene PVAMA-1

As amostras de Cuiaba e Apiacas foram utlizadas para amplificacdo do
gene PVAMA-1. Cento e nove das 183 amostras da populagao “Cuiabd” e nove
das 50 amostras de “Apiacas” positivas no diagnéstico molecular amplificaram
para esse gene, totalizando 118 amostras. O fragmento de DNA obtido possui

aproximadamente 400 pb conforme mostrado na Figura 7.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

1636 pb
1018 pb

517 pb
506 pb

396 pb
344 pb
298 pb

220 pb
201 pb

154 pb
134 pb

Figura 7: Amplificacdo do gene PvAMA-1 por Nested PCR em amostras
extraidas de sangue conservado em guanidina 4M . Canaletas: 1, padrao de
peso molecular (1Kb Ladder); 2, branco do 1° mix; 3, branco do 2° mix; 4,
controle negativo; 5, controle positivo; 6-15, pacientes. Canaletas 8 e 13:
negativas para a amplificagdo do gene

Inicialmente foi importante verificar se a amplificacdo do gene PvAMA-1
era restrita apenas as amostras positivas para P. vivax. Assim, o diagnostico
molecular foi realizado em 93 amostras, positivas ou ndao para o gene PVAMA-
1, a fim de se correlacionar o resultado da amplificagdo do gene PvAMA-1 ao
resultado obtido apds amplificagdo do gene de plasmodios 18S rRNA
(fragmento de aproximadamente 100 pb) (Figura 8).

Todas as amostras positivas para AMA-1 foram positivas para P. vivax,

incluindo infecgbes mistas por P. falciparum, P. malariae, ou por ambas as

30



Resultados

especies, totalizando 51 amostras. As amostras negativas para o gene PvAMA-
1 mostraram-se positivas para outras espécies que ndo o P. vivax (14
amostras), ou negativas para infeccao malarica (28 amostras). Desta forma,
pdde-se concluir que a amplificagdo do gene PvAMA-1 ocorre de maneira
satisfatéria mesmo quando o paciente apresenta infecgdes mistas conforme

verificado em algumas amostras.

c- c 3-P 4-p 8-P 5-p

P M1 M2 PF PV PM PF PV PMPF PV PM PF PVPM PF PV PM PF PV PM

1636 pb
1018 pb

517 pb
506 pb

396 pb
344 pb

i

298 pb

220 pb
201 pb

154 pb

134 pb . .“ - =

75p

Figura 8: Amplificagdo por Nested PCR do gene 18S SSu rRNA de plasmoddios das amostras
extraidas de sangue de pacientes conservadas em guanidina 4M. Canaletas: P: Padrao de
peso molecular (1 Kb Ladder); M1: Mix da 1° reagdo; M2: Mix da 2° reagéo; C-: Controle
negativo usando DNA de individuo sem malaria; C+: Controle positivo usando DNA de paciente
infectado com as trés espécies de Plasmodium; 1: Paciente infectado com P. vivax e P.
malariae; 2: Paciente diagnosticado com P. falciparum; 3: Paciente infectado com as trés

espécies de Plasmodium; 4: Paciente infectado com P.vivax.

5.2 — Sequenciamento das amostras positivas para o gene PvAMA-1

De um total de 233 amostras incluidas neste estudo (183 amostras de
Cuiaba e 50 amostras de Apiacas), 118 amplificaram para o gene PVAMA-1.
Dessas, 105 amostras foram seqlienciadas com sucesso apds 0 processo de
purificacdo e quantificagdo da concentragdo de DNA em gel de agarose 1%. As
sequéncias obtidas representam os nucleotideos 274 a 759, que correspondem

aos aminoacidos 92-253 do isolado PH-84 (Cheng & Saul, 1994), sequéncia
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utilizada como padrdo. O niimero de acesso dessa seqiiéncia no GenBank™ é
L27503, e a sequéncia completa encontra-se no anexo |. A tabela de
aminoacidos encontra-se no anexo lll.

As amostras sequenciadas representam seis estados brasileiros: Acre (8
amostras), Amazonas (13 amostras), Mato Grosso (31 amostras), Para (20
amostras), Rondénia (32 amostras) e Roraima (1 amostra).

Geralmente as sequéncias abrangeram o intervalo entre os sitios 101 e
240, mas houve algumas (minoria) que possuem tamanhos maiores, incluindo

desde o sitio 92 até o sitio 253.

5.3 - Polimorfismos de PVAMA-1 entre os isolados brasileiros

Para a analise comparativa das sequéncias dos isolados brasileiros
(andlise intra e interpopulacional) nos baseamos no principal trabalho de
analise de sequéncias do antigeno PvAMA-1 (Figtree et al., 2000) que
descreve sequiéncias de diversos locais dentro dos continentes africano,
asiatico e da Oceania (Figura 9). Ndo sdo conhecidos os locais de aquisigao
das amostras africanas. A tabela 1 mostra os aminoacidos presentes nos sitios
polimérficos encontrados em isolados brasileiros e isolados previamente
caracterizados. Outro trabalho também foi utilizado para comparagdao das
sequéncias brasileiras. Trata-se do trabalho de Cheng & Saul (1994) que
senquenciou a proteina inteira, em seis isolados provenientes de infec¢des
adquiridas em paises asiaticos.

Alguns sitios polimérficos ja anteriormente descritos (posigdes 107, 112,
120, 130, 132, 140, 141, 145, 189, 190, 193, 210, 227 e 228) também foram
verificados para os isolados brasileiros.

Dez sitios nucleotidicos polimérficos encontrados nas sequéncias
brasileiras nunca foram descritos anteriormente, incluindo duas mutagdes
sinbnimas. Essas trocas de nucleotideos geraram mudangas de aminoacidos
nas posigdes 92, 100, 111, 142, 155, 237 e 241 e substitui¢gdes sinbnimas nos
sitios 107 e 248.
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Figura 9: Localizagdo dos paises/regiées na A — Asia e B — Oceania das seqiiéncias usadas

nas comparagdes com as amostras brasileiras e avaliados por Figtree e colaboradores (2000)

Para os isolados brasileiros, os sitios nucleotidicos polimérficos 274 e
275 geraram a troca do aminoacido G* para P% quando estdo presentes os
nucleotideos C*"*/C*"® (ao invés dos G?*/G?’®). Apenas seis seqiiéncias
possuem esse sitio, sendo que cinco apresentaram o polimorfismo.

Dezessete amostras mostram o aminoacido da posicdao 100 em suas
seqiiéncias. A troca do nucleotideo G**® por T?® faz com que o aminoéacido
G'% seja substituido por C'®. Treze amostras apresentaram esta mutac&o.

No sitio 107, os residuos polimérficos conhecidos sdo os aminoacidos
A (GCT) e D' (GAT). Para as amostras brasileiras, além de GAT,
observou-se troca do nucleotideo T°*' por C**' o que gera substituicdo

sinbnima.

33



Resultados

Tabela 1: Sitios de aminoacidos polimérficos (e os sitios nucleotidicos correspondentes) do dominio | do gene PvAMA-1

presentes no Brasil e em paises/regides da Africa, Asia e Oceania.

= 3 a3 s g g g
g & 5 & ¢ 7 - a
~ IS —~ I3 R * ~ ~ ~ ~ ~ ~ —~ = - ~ ~ ~ ~ ~ QS > ~ ~ *
Nl oo‘ =} on)| vy o =3 = o~ 3 N <t < 0| < e 0 N ~ 0 N =} ) c\‘ ._‘| <
< =N [N o) o Ta) (=N (o (=) - [\ [\ o O — N3 N o~ o~ o wv =4 o =] N <t
R| o < < < < < < < T T Ny N N z Ko Ko z Lo N2 < < < < < <
-~ (=3 [ — o) (=3 (=3 [\l (s} = — ] ia) Ta) N (=N} (= — (g (=} 00 o~ 0 o~ — 0
N = = — — Q I3} s} [aa) < < < < sl ~ 0 = =N o) — — N N Iae) < <
=N — — — — — — — — — — — — — — — — — — N IS I\l I\ IS\l S\ S\
Brasil' GP C/G AD LF KRT KR K¥*¥N DN D L A/E ND A/JE KE A E/K/N  K/Q T H/Y P/S \ E/V. D/S KQ NY P/P*
Africa® X X X L K/R/'T KR N D/N D /'L A N A/E K A E K T H S A\ E S K N X
india® X X X L K/R/T K/R K*/N D/N D /'L A/E N A/E K A E/K/N EQ T H P/S \% E/V D/S K N X
Sri Lanka’ X X X L K/T K/R N D/N D L  AE N A/E K A E/K E/K T H P/S \Y E/V D/ K N X
Tailandia® X X X L K/T K/R N D/N D I A N A K A E/K E/K T H P/S \Y E/V  D/S K N X
China® X X X L K/R/T R N D/N D /L A/E N A/E K A E/K K T/K H P/S \Y% EV D/S X X X
Coréia Sul® X G A L T R N D D L E N A K A E/K K T H P \ E S K N P
Indonésia’ X X X L K/T R/S K/N DN DN [IL AE N A/E K A E/N K T H P/S A\ E/V  D/S K N X
ADS? X X X L K/T R K/N D/N D /L A/E N A/E K A E/K/N E/K T H P/S L/v EvV D/S K N X
]\/Iorong2 X X X L K/T R K/N D/N D /L A/E N A/E K A E/K/N E/K T H P/S L/v E/V D/S K N X
Palawan’ X X X L K/T R K/N D/N D L  AE N A/E K A E/K E/K T HY P/S LNV ENV DS K N X
P.N.G.? X X X L K/R/T R/S K/N D/N D/N /L A/E N A/E K A/T E/K/N E/K T H S \Y% EvV D/S K N X
Tlhas Sal. X X X L K/T R/S K/N D/N D/N /'L A/E N A/E K A/T E/K E/K T H S \' E/V D/S K N X

'Grynberg et al., 2007; “Figtree et al., 2000; °Han et al., 2002

Nota: ADS = Agusan del Sur e PNG = Papua Nova Guiné. Sitios grifados indicam os presentes somente nas amostras brasileiras, os
destacados em cinza representam os sitios ndo encontrados nas amostras brasileiras e * significa polimorfismos que geram substituicoes

sinbnimas (sem troca de aminoacido)
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A primeira mutacao inédita dentro do intervalo previamente estudado por
Figtree e colaboradores (2000) situa-se no sitio 111, onde a troca do
nucleotideo A**® por T°*® levou & mudanca do aminoacido L'"" por F"''. Trés
amostras apresentaram essa mutacio, sendo que duas possuem exatamente a
mesma sequéncia de aminoacidos.

Para o sitio 112 os residuos K''? (AAA) e T''? (ACC) sdo igualmente
frequentes entre as sequéncias conhecidas. Somente os isolados da Coréia do
Sul ndo apresentam o aminoacido K''2. O aminoacido R'"? (AGA) é mais raro,
sendo encontrado, além do Brasil, apenas na Africa, China, india e Papua
Nova Guiné.

No sitio 120, ha trés aminoacidos possiveis, o K'?°, R'° e $'%°. Somente
os dois primeiros foram encontrados nas amostras brasileiras (K*® e R*°¢). O

residuo S'?°, gerado pelo codon AGT>®°

, € encontrado na Papua Nova Guinég,
llhas Salomao e Indonésia. Os isolados provenientes destas localidades
também apresentam o residuo R'%°.

O sitio 130 possui uma substituicdo sinbnima e uma nao-sinbnima. O
residuo N'° (AAT) esta presente em isolados de diferentes continentes. Ja o
aminoacido K, que pode ser codificado por dois cédons (AAA e AAG), esta
presente em isolados do Brasil, em isolados de todas as localidades das
Filipinas e Oceania, e ausente na Africa, China, Coréia do Sul, Sri Lanka e
Tailandia. A forma mais comum €& a codificada pelos nucleotideos AAA, exceto
no Brasil e na india que apresentam exclusivamente a forma sinénima.

Os sitios seguintes nao apresentam variagao por apresentarem somente
duas formas possiveis e serem amplamente distribuidas no mundo. Sao eles o
sitio 132 (D®*T e N™T), 140 (I #™ e L™™), 141 (A®CC e E®*®) e 145 (A" e
ECAA).

Outra mutacao inédita situa-se no sitio 142. Duas amostras, da mesma
localidade (Apiacas, MT) apresentaram, ao invés do aminoacido N'?, o
aminoacido D'?. A mutagdo ocorreu devido & troca do nucleotideo A*** por
G***. Em uma dessas amostras encontra-se outra mutacdo nunca descrita no
sitio 155. O A%, ao ser substituido por G*®®, gerou a troca do aminoacido K'*°
por E'®°.

O sitio 189 possui trés aminoacidos possiveis, todos presentes nas
amostras brasileiras: E'® (GAA), K'® (AAA) e N'® (AAT). Somente os isolados
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de mais quatro localidades possuem as trés formas em suas amostras: as
seqiiéncias de Agusan del Sur, india, Morong e Papua Nova Guiné. Nos
isolados da Africa, ndo foi encontrado polimorfismo para esse sitio, sendo o
aminoacido E'® a unica forma presente. Nos outros locais, os aminoacidos

E'® e K'®, com excecdo das seqliéncias da Indonésia, que

predominantes sao
apresentam E'® e N8,

O sitio 190 possui uma particularidade: apenas isolados do Brasil e da
india apresentam polimorfismo nesse sitio. O aminoacido K°®® ¢ substituido
pelo aminoacido G°%®, trocando o aminoacido K'®® por Q'. E interessante
notar que esses sdo 0s Unicos locais onde ocorre a substituicdo sinbnima no
aminoacido K',

A troca do nucleotideo C*"" por T°'7

gera a troca do residuo H parao Y
no sitio 193. Essa mutagdo s6 havia sido descrita anteriormente nos isolados
de Palawan, nas Filipinas, em apenas duas amostras. Nos isolados brasileiros,
10 amostras possuem esse polimorfismo.

No sitio 210, a troca de T°® por C®?® gera a mudanca do aminoacido
P20 para S?'°. Entre os isolados da Coréia do Sul, o Unico residuo encontrado
é o P?'°, enquanto que nos da Africa e da Oceania (Papua Nova Guiné e llhas
Salomé&o), somente o aminoacido S?'° é encontrado. No restante das areas
estudadas, ambos os residuos sdo encontrados.

Outra mutacgédo inédita observada localiza-se no sitio 237, onde, além do

K®7  encontra-se também o aminoacido Q%*’, devido a troca de

aminoacido
uma A’ por C'®. Dez seqiiéncias possuem essa mutagdo. A Ultima mutacdo
nao sinénima inédita encontrada nas sequéncias brasileiras localiza-se no sitio
241, e esta presente em sete amostras. A troca do nucleotideo A’?' por T’
gerou a mudanca de N**" para Y?*'.

No final do dominio | da proteina, ainda temos uma substituicao
sinbnima inédita localizada no sitio 248, cujo residuo de aminoacido é o P.
Quatro das 36 amostras que possuem essa parte do dominio | sequenciadas a
possuem, sendo que duas apresentam o nucleotideo G'** e as outras duas,
A" aoinvés do C™*.

Existem cinco sitios polimérficos ja descritos para isolados em diferentes

partes do mundo que nao foram encontrados nas sequéncias brasileiras aqui
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caracterizadas. Cada um deles gera um aminoacido diferente nos sitios 120 (ja
descrito), 133, 172, 191 e 218.

O sitio 133 é polimérfico apenas entre isolados da Indonésia, Papua
Nova Guiné e llhas Salom&o. Neste caso, a troca do nucleotideo G**" por A%’
faz com que o aminoacido D'*® mute para N'3,

No sitio 172, polimérfico apenas entre isolados da Oceania (Papua Nova
Guiné e llhas Salomo), o aminoacido A'"? é trocado pelo aminoacido T'72
decorrente da substituicdo do nucleotideo G*'* por A",

A mutagao no sitio 191 sé foi descrita em uma unica sequéncia chinesa.
Nela, a troca de uma C°"2 por uma A*? faz com que o aminoacido T'' seja
substituido por K'".

E por ultimo, temos uma mutacdo descrita apenas nas Filipinas, em

L218

Agusan del Sur, Morong e Palawan, no sitio 218. O aminoacido esta no

lugar do V?'®, em fungao da substituicdo do nucleotideo G®*2 por T°%2.

5.4 — Diversidade genotipica (haplotipica) das sequéncias brasileiras

Para analisar a diversidade genotipica das amostras brasileiras, apenas
as sequéncias que compreendem os aminoacidos 101 a 240 (420
nucleotideos) foram consideradas. Noventa e duas amostras foram incluidas
nas analises subsequentes, sendo oito originadas do Acre, 13 do Amazonas,
23 de Mato Grosso, 17 do Para, 30 de Rondénia e 1 de Roraima.

A diversidade nucleotidica (1) foi determinada ao comparar as
sequéncias par a par e apresentou um valor de 0,01662 + 0,00073. Isso
significa que o grau de variagdo entre as sequéncias foi de 1,6% ou seja, elas
apresentam grande similaridade entre si, da ordem de 98,4%. As 92
sequéncias geraram 27 haplétipos (Tabela 2). Neste caso, a diversidade
genotipica foi de 0,918 + 0,00019. Assim, mesmo a diversidade nucleotidica
sendo muito baixa (1,6%), a variedade haplotipica € bastante alta (91,8%).

Ha diversas particularidades nos haplétipos encontrados entre as
amostras brasileiras. Para o sitio 107, existem trés possibilidades, como ja foi
descrito anteriormente: A’ D' (GAT) e D,'” (GAC). E possivel notar na
Tabela 2 que os aminoacidos A" e D;'% estdo associados aos aminoacidos

107

T2 e R'™, enquanto D, estd associado aos residuos K''2, R'2. O
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Tabela 2: Sequéncias de nucleotideos e os respectivos aminoacidos das amostras brasileiras e os haplétipos gerados

SR8 83Iz2gITesrErgegesge 5 - 2828858888282 388%
MM e e e e e M e S S £ F WV owmowm o o 8 B o O & - B e . T T e I RS B S TR S R S R | L
Estados brasileiros
Hapl(172%) C T A C C G T A T A A C A A A C C C A A G C A A L T R N N L E N A KK Q HP E S K AM@MT(I)/PA (6/RO4)/RR (1)
Hap2 (14%) - - - - - - A G- C - A - G - A - - - - - - - - - - - KD - A - E - E K - - - - - ACQG/AM@G)YRO(7)
Hap3 (6,4%) - - - - - - - - A C - - - G - A - - - - - - - - - - - - - 1 A - - - E K - - - - - AM)/MT@/PA(1)
Hap4 (4,3%) - e e - G A - - - - .- e e E K - - - - - AC()RO®)
Haps5 (3,2%) - - - - - - AG- C - - - G- ATT - - - - - - - - - XKD - A - - - E K Y S - - MT (2)/RO (1)
Hap6 (3.2%) - - - - - < AG - - - - - G- ATT - - - - - - - - - XKD - - - - - E K Y S - - - MT/PA(I)RO()
Hap7(2,1%) - - - - - - AG- C - A - G- A - - T GAT - - - - - KD - A - E - E K - - V D - MIQ
Hap$ (2,1%) - - - - - - - - AC - - - G- A - - - - - - cC - - - - - - 1 A - - - E K - - - - Q MTQ®
Hap9 (2,1%) .- A C - A - G - A - - - - o - . - ..o I A - E - E K - - - - - PAQ
Hapl0(1,0%) - - =- - - - - - A C G A G G - A - - - - - - ¢ - .- 1 A D E E E K - - - Q MT()
Hapll (1,1%) - - - - - - - - A - - - - G - - - e - - - - - -1 - - - - E - - - - - - MT(
Hapl2 (1,1%) - - - - = - = - - - - o o o . - - - - - - C - - - - - . ... . ... .. -Q MTO)
Hap13(1,1%) - - - - - - A G - - - - - G- ATT - - - - C - - - - K D - - - - E K Y S - - Q RO(D
Hapl4(1,1%) - - - - - - A G c - - - G- ATT - - - - C - - - - X D A - - - E K Y S - - Q M
Hapl5(1,1%) - - - - - - - G - C - - - G - AT T - - - - - - - - - - D - A - - - E K Y S - - - PA(D
Hapl6 (1,1%) - - - - - - - - A C - - - G - . - - - - - - 1 A - - - E - - - - - - PAQ
Hapl7 (1,1%) - - - - - - - - - - - - G - AT T - - - - - - - - - - - - - - - - E K Y S - - RO (1)
Hapl8 (1,1%) - - - - - - - - - - - - - G - A - - - - - - ¢ - - - - - - - - - - - E K - - - - Q RO
Hapl9 (1,1%) - - T - - - - - — - - - - - . .- ..o - F - - - - - - - - - < - - - - - . MO
Hap20 (15%) A - - - - A G - - - - GT A - - T G A T - D, - - - KD - - - - - N K - V. D - AC(2/AM (2)MT (5)/RO (5)
Hap21 (1,1%) A - - - - - A G - - - - - GT A - - T GAT C D, - - - KD - - - - - N K - - V D Q RO®I
Hap22(1,0%) A - - - - - A G - - - - - G T A - - =« - - - - D, - - - XKD - - - - - NK - - - - - RO®O
Hap23(54%) A C - A A - - - A C - - - G - A - - - - - - - D, - K - - - 1 A - - - E K - - - - - MTQ)/PA()ROQ2)
Hap24(2,%) A C T A A - - - A C - - - G - A - - - - - - - D, F K - - - 1 A - - - E K - - - - - AM®ODPA(D)
Hap25(54%) A C - G A A - A C - - - G - A - - - . D, - R K -1 A - - - E K - - - - - ACQAM()PAQ2)
Hap26(32%) A C - G A A - - A C - - - G - A - - T G T - D, - R K - - I A - - - E K - - V D - AMU/PAIYRO(I)
Hap27 (1,1%) A C - G A A - - A C - - - G - A - - - - - - C D, - R K - - I A - - - E K - - - - _Q RO

D1 =GAT; G2 = GAC.
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aminoacido D4'Y”

s6 esta presente nos haplétipos quem contém o aminoacido
raro N'°.

Nos sitios 130 e 132, os aminoacidos K™® e N™° parecem estar
associados aos aminoacidos D'*? e N'? respectivamente, mas existem
excegoes como verificado para o haplétipo 15. Apesar de somente esse
haplotipo diferir dos outros, esse padrao € bem comum em outras localidades,
como Africa, China, india, Papua Nova Guiné e llhas Salom3o.

Semelhantemente para os sitios 189 e 190, o aminoacido E'® tende a
se apresentar associado ao aminoacido K'®, assim como o aminoacido K'®
parece estar associado ao aminoacido Q'®. Mas os haplétipos 11 e 16 diferem
em conter os aminoacidos E'®° e Q. Como ja foi dito anteriormente, o Unico
local que apresenta o residuo polimérfico Q no sitio 190 é a india, mas esta
associado, assim como a maioria das sequéncias brasileiras, ao aminoacido
K'®. Independente do lugar, o aminoacido N'® estad sempre associado ao
aminoacido K'%,

Outra particularidade é o desequilibrio de ligagao entre os sitios 193 e
210 (* = 1.00). Nota-se que o residuo Y'?® estd sempre acompanhado do
residuo S?'°, da mesma forma que o residuo H'®® estd sempre associado ao
residuo P?'°. Nas Unicas seqiéncias onde o aminoacido polimérfico Y'*® foi
descrito (Palawan, Filipinas), o aminoacido acompanhante é o P?'°. No entanto,
o residuo H' vem igualmente acompanhado por ambos os residuos do sitio

210, o que ndo ocorre nas sequéncias brasileiras.
5.5 — Analise intrapopulacional

Para as sequéncias dos isolados brasileiros, determinamos o numero de
substituicdes sinbnimas por sitios sinbnimos (ds) e o numero de substituicoes
nao-sinbnimas por sitios nao-sinbnimos (dy). Segundo o método de Nei e
Gojobori (1986) com correcédo de Jukes & Cantor (1969), ds = 0,0093 £ 0,0056,
enquanto que dy = 0,0189 x 0,0052. Para avaliar a participacdo de uma
selecéo diversificadora sobre o gene PvAMA1, utilizou-se o teste Z onde z =
(dn — ds).[var (dy) + var (ds)]®® Para as seqiiéncias brasileiras, z = + 1,25, e

rejeita, portanto, a hipotese de que dy > ds.
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Analisando os estados brasileiros separadamente com relacdo a
diversidade nucleotidica, diversidade genotipica, e aos valores de ds e dy,
percebemos que os valores sdo bastante semelhantes (Tabela 3). Em nenhum
estado o teste-z foi significativo. Comparando os estados entre si, também ngo
foram observadas diferengas entre os valores de ds e dy (Tabela 4). O célculo
do Fst revelou que nao ha diferengas entre os estados, ja que todos os valores
sao altos e nao significativos (Tabela 5).

A analise filogenética foi realizada com base na constru¢do de uma
arvore utilizando o método de Neighbor-Joining (Figura 10). Nota-se que n&o
ha um padrao na distribuicdo das amostras por estado. Isso reforca os testes
anteriores, onde concluimos que nao ha diferengas entre as populagdes de P.

vivax circulantes em cada estado brasileiro.

5.6 — Analise Interpopulacional

Os mesmos calculos da analise intrapopulacional foram feitos para
comparar as sequéncias brasileiras com as sequéncias das outras localidades.
Para tais analises, o sitio 107 foi excluido, pois esse nao esta caracterizado
nas outras sequéncias, e o ultimo sitio incluido foi o 231, pois esse é o ultimo
sitio presente nas amostras da China e Tailandia. Assim, o intervalo incluido
contém 372 pb. Para esta analise, 320 sequéncias foram incluidas, sendo 92
de isolados brasileiros.

Como o intervalo de bases foi alterado sendo menor do que a intervalo
utilizado para a analise intrapopulacional, os calculos referentes as amostras
nacionais precisaram ser refeitos. Assim, a diversidade nucleotidica entre os
sitios 108 e 231 é 11 = 0,01632 + 0,00069. A diversidade genotipica é 0,906 +
0,00019. O valor de dy = 0,019 £+ 0,0051 e ds = 0,0068 + 0,0051. Foram
identificados 20 haplétipos. A comparacdo entre a diversidade nucleotidica,
diversidade genética, dy e ds encontra-se na tabela 6, bem como os valores

referentes a cada regido.
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Tabela 3: Analise intrapopulacional: valores da variabilidade nucleotidica, da diversidade genotipica,

de ds e dy para os isolados brasileiros caracterizados'

Variabilidade

nucleotidica

Diversidade

Genotipica

ds

dn

Acre (AC)
Amazonas (AM)

Mato Grosso (MT)

Para (PA)
Rondénia (RO)

'0 estado de Roraima n3o foi incluido pois contém apenas uma amostra

0,016 £ 0,009
0,016 + 0,009
0,016 + 0,008
0.015 + 0,008
0,014 £ 0,008

0,8214 £ 0,1007
0,8718 £ 0,0670
0,8877 £ 0,0384
0,8750 + 0,0702
0,8850 + 0,0312

0,0123 £ 0,0073
0,0111 £ 0,0066
0,0077 + 0,0052
0,0098 + 0,0063
0,0084 + 0,0052

0,0189 £ 0,0058
0,0196 + 0,0056
0,0200 + 0,0054
0,0156 + 0,0045
0,0184 + 0,0051
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Tabela 4: Andlise interpopulacional dos isolados brasileiros caracterizados'

A) valores de ds (+ desvio padrao)

AC

AM

MT PA

Acre (AC)
Amazonas (AM)
Mato Grosso (MT)
Para (PA)

0.0105 £ 0,0064
0.0096 + 0,0060
0.0108 + 0,0063

0.0092 £ 0,0058
0.0105 + 0,0062

0,0104 = 0,0061

Rondénia (RO) 0.0097 £ 0,0060 0.0093 £ 0,0058 0.0078 £ 0,0053 0.0101 £ 0,0059
B) valores de dy (+ desvio padrao)
AC AM MT PA
Acre (AC)
Amazonas (AM) 0,0186 + 0,0052
Mato Grosso (MT) 0,0195 + 0,0051 0,0194 + 0,0050
Para (PA) 0,0196 + 0,0053 0,0178 £ 0,0047 0,0193 £ 0,0049
Rondénia (RO) 0,0182 £ 0,0049 0,0187 £ 0,0049 0,0191 £ 0,0050 0,0175 + 0,0050

'0 estado de Roraima nao foi incluido pois contém apenas uma amostra
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ACRE 1
RONDONIA 1
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Figura 10: Arvore filogenética das seqiiéncias de PvAMA-1 obtidas a partir de

amostras brasileiras (método: Neighbor-Joining)
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Tabela 5: Valores de Fst entre os estados brasileiros’

Acre Amazonas Mato Grosso  Para
Acre
Amazonas -0.05456
Mato Grosso -0.02288 -0.02585
Para 0.04294 -0.03933 0.01442
Rondbnia -0.04181 -0.01707 -0.00730  0.04559

'0 estado de Roraima nao foi incluido pois contém apenas uma amostra
dessa localidade. Nenhum dos valores de Fsr foi significativo ao nivel de
significancia de 5%

Tabela 6: Analise intrapopulacional: valores da variabilidade nucleotidica,
da diversidade genotipica, e ds e dy para os isolados brasileiros

em comparagao as sequéncias obtidas de isolados oriundos de

outros continentes

Diversidade Diversidade

Nucleotidica Genética ds dn
Brasil 0,015+0,008 0,9065+0,0136 0.0068 + 0.0051  0.0190 £ 0.0051
Africa 0,008 + 0,005 0,9000 £ 0,1610 0.0026 + 0.0027  0.0106 + 0.0045
india 0,017 £ 0,009 0,9238 £ 0,0532 0.0097 £0.0072  0.0214 + 0.0062
Sri Lanka 0.024 + 0,019 1,0000 £ 0.2722 0.0132+0.0100 0.0299 + 0.0088
Indonésia 0,019 £ 0,012 1,0000 + 0,0962 0.0111 £0.0082 0.0242 + 0.0068
China 0,017 £0,010  0,9643 +0,0772 0.0106 £ 0.0080 0.0198 + 0.0064
Coréiado Sul 0,016 £+ 0,001 0,6667 + 0,2041 0.0000 + 0.0000 0.0023 + 0.0021
Tailandia 0,0176 £ 0,010 0,9524 +0,0955 0.0228 + 0.0111  0.0171 £ 0.0062
Morong 0,016 £0,008 0,8629+0,0195 0.0119+0.0071 0.0193 £ 0.0055
ADS 0,014 + 0,007 0,8095 £ 0,0795 0.0091 £0.0070 0.0171 +0.0052
Palawan 0,016 £0,009 0,8235+ 0,082 0.0084 £ 0.0064 0.0203 £ 0.0054
P.N. Guiné 0,017 £ 0,009 0,9481 £0,0362 0.0110 £0.0076  0.0205 + 0.0058
llhas Salomao 0,022 + 0,014 1,000 £ 0,1265 0.0152 £ 0.0085 0.0244 + 0.0073
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A comparagao entre dy e ds também foi feita entre as regides, como
mostra a tabela 7. Os calculos de Fst (indice de fixagdo de alelo) foram
realizados. Nesse teste, quanto maior o valor de Fst (que varia entre 0 e 1),
maior a diferenciacdo entre as populagdes testadas. Os valores de Fst para a
populagao brasileira foram baixos, quando comparados aos valores detectados
na analise entre os estados (Tabela 5). Quando o mesmo teste foi realizado
com as amostras dos outros locais comparando cada pais, percebe-se que
existem diferengas significativas entre eles (Tabela 8).

Uma arvore filogenética (Neighbor-Joining) foi construida utilizando os
88 haplétipos determinados a partir das 320 sequéncias disponiveis de
PVAMA-1 (Figura 11). O que se pode notar € que ndao ha um padrao de
distribuicdo de haplotipos por continente, resultado semelhante aquele

observado para as amostras brasileiras.
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Tabela 7: Analise interpopulacional das sequéncias brasileiras e de outros continentes.

A) Valores de ds

Brasi AFRI __ INDI SL  THAI INDO  CH SK ADS MOR PAL  PNG
Africa (AFRI) 0.0073

india (INDI) 0.0083  0.0081

Sri Lanka (SL) 0.0118 0.0115 0.0109

Tailandia (THAI) 0.0158 0.0177 0.0167 0.0193

China (CH) 0.0114 0.0111 0.0106 0.0091 0.0191

Coréia do Sul (SK)  0.0043 0.0053 0.0070 0.0132 0.0124 0.0183
Indonésia (INDO) 0.0106 0.0077 0.0101 0.0107 0.0105 0.0077 0.0164

Agusan (ADS) 0.0108 0.0073 0.0101 0.0099 0.0099 0.0101 0.0186 0.0141

Morong (MOR) 0.0165 0.0120 0.0153 0.0171 0.0169 0.0138 0.0205 0.0145 0.0209

Palawan (PAL) 0.0111 0.0061 0.0101 0.0102 0.0102 0.0090 0.0185 0.0142 0.0084 0.0208

Papua N. G. (PNG) 0.0108 0.0099 0.0105 0.0112 0.0110 0.0084 0.0169 0.0156 0.0107 0.0105 0.0232

llhas Sal. (SOL) 0.0142 0.0131 0.0128 0.0117 0.0117 0.0123 0.0178 0.0167 0.0122 0.0125 0.0122 0.0211
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B) Valores de dy

Brasii AFRI _ INDI SL  THAI CH SK INDO ADS MOR PAL  PNG
Africa (AFRI) 0.0212

india (INDI) 0.0203 0.0197

Sri Lanka (SL) 0.0243 0.0232 0.0227

Tailandia (THAI) 0.0223 0.0200 0.0204 0.0207

China (CH) 0.0226 0.0188 0.0161 0.0223 0.0150

Coréia do Sul (SK) 0.0144 0.0193 0.0215 0.0218 0.0224 0.0210
Indonésia (INDO) 0.0243 0.0181 0.0230 0.0248 0.0216 0.0242 0.0227

Agusan (ADS) 0.0241 0.0165 0.0224 0.0232 0.0204 0.0218 0.0242 0.0094

Morong (MOR) 0.0244 0.0171 0.0230 0.0246 0.0217 0.0229 0.0235 0.0090 0.0182

Palawan (PAL) 0.0246 0.0194 0.0227 0.0250 0.0217 0.0219 0.0208 0.0100 0.0232 0.0220

Papua N. G. (PNG) 0.0277 0.0230 0.0254 0.0264 0.0249 0.0236 0.0251 0.0118 0.0260 0.0240 0.0256

llhas Sal. (SOL) 0.0215 0.0192 0.0212 0.0242 0.0249 0.0210 0.0174 0.0249 0.0227 0.0234 0.0231 0.0231
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Tabela 8: Valores de FST entre os diferentes paises analisados.

Brasil Africa india Sri Lanka China Coréiado Sul Tailandia  Morong ADS Palawan PNG llhas Saloméo
Africa 0.233 **
india 0.012 0.135
Sri Lanka 0.101 0.230 -0.075
China 0.124 ** 0.194* -0.040 -0.217
Coréia do Sul  0.078 0.641* 0.120 0.393*  0.278
Tailandia 0.198 ***  0.311* 0.102 * -0.016 0.197 * 0.401 **
Morong 0.245**  0.131** 0.147 ** 0.124 0.194 ***  0.345 *** 0.187 **
ADS 0.249 ***  0.118 0.135*  0.065 0.115* 0.450 *** 0.212***  0.144 **
Palawan 0.173**  0.098 0.065 0.009 0.069 0.332 *** 0.171* 0.121** -0.006
PNG 0.200 ****  0.147 * 0.070 * 0.042 0.040 0.276 ** 0.120* 0.123 *** 0.176 *** 0.150 ***
llIhas Salomdo 0.236 ** 0.224 * 0.068 * -0.083 -0.027 0.370 * 0.108 0.114 0.196 * 0.156 * -0.089
Indonésia 0.039 0.080 -0.065 -0.102 -0.076 0.170 * 0.165 0.106 * 0.102 * 0.030 0.030 -0.028

Significancia de Fst: * P < 0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001.
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Figura 11: Arvore filogenética dos 88 haplétipos definidos a partir de 320 seqiiéncias

de PVvAMA-1 de quatro diferentes continentes (método: Neighbor-Joining)
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5.7 — Associacéo entre residuos polimorficos, parasitemia e niveis

de plaquetas

A associacao entre os residuos polimérficos e aspectos da morbidade foi
testado utilizando as amostras da populagdo de Cuiaba. Como ja mencionado
anteriormente, somente as amostras obtidas de pacientes clinicamente
examinados a partir de agosto de 2004 foram incluidas, pois estes
apresentavam dados referentes a contagem de plaquetas em seus prontuarios
médicos.

Os pacientes foram classificados em dois diferentes grupos de acordo
com o0s niveis de parasitos circulantes e a contagem de plaquetas como
descritos a seguir. Quatorze pacientes apresentaram parasitemias < 530
parasitos/uyL (média de idade de 40,1 + 159 anos) e 42 pacientes
apresentavam parasitemias acima de 530 parasitos/uL (média de idade de 36,7
+ 13,4 anos). Com relacdo ao numero de plaquetas, 32 pacientes foram
considerados plaquetopénicos (média de idade de 35,5 + 15,6 anos) por
apresentarem niveis de plaquetas inferiores a 150.000 plaquetas/uL e 22
individuos foram considerados nao-plaquetopénicos apresentando niveis de
plaquetas superiores a 150.000 plaquetas/uL (média de idade de 39,1 £ 13.3
anos). Quarenta e nove pacientes apresentaram os dados referentes as duas
informagdes (parasitemia e niveis de plaquetas). Os dados desses pacientes
foram utilizados para avaliar o efeito da parasitemia sobre a determinagao dos
niveis de plaquetas.

A mediana da parasitemia entre os 32 pacientes plaquetopénicos foi
1.850 parasitos/uL, maior do que a mediana da parasitemia entre os 22
pacientes nao-plaquetopénicos, que foi de 560 parasitos/uL (Figura 12a). Entre
os 14 pacientes com parasitemia baixas (< 530 parasitos/uL), a contagem
mediana de plaquetas/uL foi 161.000, enquanto que a mediana da contagem
de plaquetas entre os 42 pacientes com parasitemia mais altas (> 530
parasitos/uL) foi 107.000 (Figura 12b). Foi observada correlagcdo negativa
significativa (Coeficiente B = -7.9; Cl 95%: -12.6:-3.6; p=0.001) entre os niveis
de plaquetas e o grau de parasitemia (Figura 13). Nao houve associagao entre

a idade dos pacientes e a parasitemia ou niveis de plaquetas.
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Figura 12: Associacao entre parasitemia e niveis de plaquetas em pacientes atendidos no
Ambulatério Julio Muller, Cuiaba, Brasil: a) Medianas das parasitemias de pacientes com
(n=32) ou sem plaquetopenia (n=22) e b) medianas dos niveis de plaquetas em pacientes com

baixas (n=14) ou altas (n=42) parasitemias.

Utilizou-se o teste de Fisher (Tabela 9) para analise do efeito da
presenca de determinados residuos de aminoacidos em sitios polimérficos nos
niveis de parasitos circulantes e nos niveis de plaquetas. Apesar de serem 15
os sitios polimérficos, foram realizados 13 testes para cada parametro
(totalizando 26 testes independentes), ja que os sitios 193/210 e 227/228 se
apresentam em desequilibrio de ligagdo e foram considerados como dois
unicos eventos. Uma forte associagado foi encontrada entre os residuos de
aminoacidos Y'%/S?'° e niveis normais de plaquetas (p = 0.0003). Esse
resultado foi confirmado pela correcdo de Bonferroni para 26 testes
independentes (p < 0,002). A mesma associagao foi encontrada para o sitio
132, onde a presenca do aminoacido D'*? também apresenta associacdo com
niveis normais de plaquetas (p = 0,025). Porém, tal associacdo nao foi
confirmada apds a correcdo de Bonferroni. E importante notar que para todos
0s pacientes cujas sequéncias de parasitos infectantes possuiam os
aminoacidos Y'%/S?"° apresentaram niveis normais de plaquetas. Foi realizada
uma analise de regressdo linear multivariada para avaliar o efeito da
parasitemia na determinagdo da contagem de plaquetas nas amostras que

possuiam os sitios Y'%/S?"°. A forte associacdo entre o polimorfismo e a
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contagem de plaquetas foi mantida, independente do efeito da parasitemia ( =
43,637; C195%: 9,439: 77,836, p=0.001).

O teste de comparacdo de medianas Mann-Whitney foi realizado para
confirmar a associacao entre a parasitemia e os niveis de plaquetas e os
residuos polimorficos dos sitios 193/210. A mediana da parasitemia entre as
amostras com os residuos Y'%/S?"° ¢ 477 parasitos/uL, significativamente
menor que a mediana da parasitemia entre as amostras com os aminoacidos
H'9/P?"% (1.164 parasitos/uL). No entanto, as medianas ndo foram
significativamente diferentes (Figura 14A). Com relacdo a mediana da
contagem de plaquetas, os isolados que apresentaram os residuos H'%/P?'°
apresentaram valores menores (98.500 plaquetas/uL) quando comparados
aqueles com os residuos Y'%/S'° (177.000 plaquetas/uL (p = 0,0005) (Figura
14B).
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Figura 13: Correlagao entre os niveis de plaquetas e o grau de parasitemia entre 49 pacientes

com malaria vivax
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Tabela 9: Associagao entre os sitios de aminoacidos polimoérficos, parasitemia

e niveis de plaquetas em pacientes com malaria vivax no Brasil.

Parasitemia (n=56)

Plaquetas (n=54)

No. de seqiiéncias com o

No. de seqiiéncias com o

Posigao aminoacido indicado aminoacido indicado
(amino- < 530/uL > 530/uL pa < 150,000/uL > 150,000/uL pa pP
acido) (n=14) (n=42) (n=32) (n=22)
107
A 11 26 0.337 21 15 1.000
D 3 16 11 7
111
F 1 1 0.440 1 2 0.562
L 13 41 31 20
112
K 0 3 0.257 3 1 0.171
R 1 7 6 1
T 13 32 23 20
120
K 1 17 0.663 6 1 0.220
R 13 35 26 21
130
K 10 16 0.061 11 14 0.052
N 4 26 21 8
132
D 10 17 0.064 11 15 0.025
N 4 25 21 7
140
| 1 13 0.150 10 3 0.198
L 13 29 22 19
141
A 7 19 0.767 18 9 0.406
E 7 23 14 14
145
A 11 34 1.000 23 20 0.167
E 3 8 9 2
189
E 9 25 1.000 20 14 1.000
K 3 10 9 3
N 2 7 3 5
190
K 11 31 1.000 22 19 0.198
Q 3 11 10 3
193/210
H/P 11 37 0.398 32 14 0.0003*  0.001**
YIS 3 5 0 8
227/228
E/S 12 34 1.000 27 18 1.000
V/D 2 8 5 4

® Teste exato de Fisher; * P<0.002 apés a correcdo de Bonferroni

® Andlise de regressdo linear multivariavel para avaliar a contribuicdo independente da

presenca dos residuos polimorficos especificos dos sitios 193 e 210 e a parasitemia nos niveis

de plaquetas
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Figura 14: Mediana da parasitemia (A) e dos niveis de plaquetas (B) de acordo com a
presenca dos residuos de aminoacidos polimérficos nos sitios193/210 entre os pacientes com
malaria vivax sintomatica. O teste de Mann-Whitney foi usado para comparar os niveis de
parasitemia e de plaquetas entre 49 amostras.
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6. DISCUSSAO

Neste trabalho, caracterizou-se o dominio | polimérfico do gene PVAMA-
1 em isolados de P. vivax oriundos de pacientes expostos a transmissao de
malaria na Amazdnia Brasileira. A mais completa analise de sequéncias de
AMA-1 de P. vivax ja realizada incluiu 219 amostras originadas de diversos
locais de trés continentes diferentes: Africa, Asia e Oceania (Figtree et al.,
2000). No entanto, nenhuma amostra da América do Sul foi incluida.
Recentemente, 20 sequéncias brasileiras foram descritas (Rodrigues et al.,
2004), mas nenhuma analise intrapopulacional ou mesmo comparativa
utilizando as sequéncias previamente descritas foi realizada. Desta forma,
nosso estudo amplia significativamente a descricdo das sequéncias do gene
PvAMA-1 em isolados brasileiros e faz uma analise comparativa entre essas e
aquelas ja publicadas em trabalhos anteriores e depositadas no GenBank™.
Assim, descrevemos dez novos polimorfismos em sitios nucleotidicos, gerando
sete novas mudancas de aminoacidos (sitios 92, 100, 111, 142, 155, 237 e
241) e duas substituicées sinbnimas (107 e 241) em isolados brasileiros. Além
disso, a analise das sequéncias revelou a auséncia de cinco mutagdes
anteriormente descritas entre as sequéncias brasileiras analisadas, sendo que
esses sao polimorfismos pouco difundidos entre os locais estudados. A
molécula apresenta dois sitios em total desequilibrio de ligagdo: 227 e 228. Os
nucleotideos polimorficos A%, A2 G2 e C®* geram os aminoacidos E?* e
S$%% enquanto que os nucleotideos T®°, G®2 A®® e T%* geram os
aminoacidos V¥’ e D?®. As mutagdes estdo presentes em isolados de todos os
locais, com excec¢ao dos isolados africanos e sul-coreanos, onde se observa
apenas a ocorréncia dos aminoacidos E*?’S??®, Estes fatos reforgam a idéia de
que ainda sao necessarios mais estudos para se determinar a extensao do
polimorfismo do gene PVAMA-1 que parece apresentar-se distribuido de
maneira heterogénea em diferentes regides do globo. Deve-se considerar a
possibilidade de que os polimorfismos encontrados aqui possam existir em
isolados de outras regides que ndo a América do Sul, e simplesmente n&o
foram descritos em estudos anteriores por razdes metodoldgicas (iniciadores
utilizados, fragmentos amplificados, etc). Além disso, existe a possibilidade de

que os polimorfismos encontrados nos isolados brasileiros tenham surgido
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antes da chegada do P. vivax as Américas. Afinal, a histéria evolutiva do P.
vivax ainda nao foi totalmente elucidada ndo se conhecendo o periodo que esta
espécie chegou ao nosso continente. Estudos utilizando genes mitocondriais
revelaram que a espécie migrou mais recentemente do sudeste asiatico para o
continente americano (Mu et al., 2005) com estimativas de tempo que variam
entre 3.800 (Mu et al., 2005) a 6.900 (Jongwutiwes et al., 2005) anos atras. No
entanto, ha evidéncias arqueoldgicas que sustentam a hip6tese de que tanto P.
vivax quanto P. falciparum ndo estavam presentes antes da era pré-
colombiana, sendo introduzidos apds a colonizagdo européia (de Castro &
Singer, 2005).

Dentre os sitios polimorficos ja descritos € encontrados para os isolados
brasileiros, ha algumas particularidades que devem ser mencionadas. A
primeira se refere ao sitio 107 descrito por Cheng & Saul (1994) no primeiro
trabalho publicado com sequéncias de origem asiatica do gene PVAMA-1. A
analise das sequéncias das amostras brasileiras revelou a existéncia de uma
terceira variacdo, caracterizada por uma substituicdo sinbnima para o
aminoacido D'%”. O trabalho de Figtree e colaboradores (2000) utilizando 219
sequéncias ndo incluiu esse sitio em suas analises, portanto, ndo se conhece
nem mesmo a distribuicdo dos aminoacidos A’ e D' em isolados de outros
continentes. Entre as amostras brasileiras, o aminoacido mais frequente é o
A'% e dentre as amostras com o aminoacido D', a freqiiencia é semelhante
entre os dois possiveis cddons. Os nucleotideos variantes (T*?' ou C**") estéo
em um determinado nivel de desequilibrio de ligagdo com outros sitios,
provavelmente devido a expansao recente dessa espécie na América do Sul
(Lim et al., 2005).

A segunda diferenga se refere ao sitio 120 cujo polimorfismo no sitio
nucleotidico 360 nao esta presente nos isolados brasileiros caracterizados, ao
contrario daqueles da Indonésia, Papua Nova Guiné e llhas Salomao,
localidades préoximas entre si. Assim, ndo é encontrado nas sequéncias
brasileiras o aminoacido S'?°. Curiosamente, nesses locais e ainda na China,
Coréia do Sul, Agusan del Sur, Morong e Papua Nova Guiné, o sitio 359 é
monomorfico, sendo polimérfico para as amostras do Brasil, Africa, india, Sri

Lanka e Tailandia.
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A india é o pais que mais se assemelhou ao Brasil com relagdo ao perfil
de polimorfismos. Exceto pelos novos polimorfismos encontrados aqui, e pela
diferenga entre um dos aminoacidos possiveis para o sitio 190, todos os outros
sitios se igualam. Estes isolados sdo os unicos que possuem exclusivamente a
substituicdo sinénima para o aminoacido K'*° (AAG), sendo que isolados de
outros locais possuem apenas o outro cédon (AAA). Para o sitio 190, os dois
paises sd0 os Unicos que apresentam isolados com o aminoacido Q. No
entanto, para este mesmo sitio, os isolados brasileiros apresentam o
aminoacido K'® enquanto os isolados indianos ndo apresentam o aminoacido
E' descrito para nossas amostras brasileiras. Com relacdo aos sitios 130 e
190, é importante enfatizar que tais sitios ndo necessariamente estejam
relacionados entre si (por desequilibrio de ligagdo, por exemplo), mas que
estes paises/regidao possuem semelhangas unicas, ndo encontradas em outros
locais.

O Brasil divide outra particularidade com Palawan, uma regido das
Filipinas localizada a 500 km de Manila. A troca do aminoacido H'®® por Y' s¢
foi encontrada em isolados destes dois locais. Em Palawan, entre as 17
seqiiéncias disponiveis, apenas duas possuem o aminodacido Y'%, e elas sdo
idénticas entre si (mesmo haplétipo). No Brasil, sdo dez as seqléncias que o
possui, constituindo seis haplétipos diferentes. No Brasil, os dois sitios estao
em total desequilibrio de ligacdo. Em todas as seqiiéncias, o H'® esta

P2'% enquanto que o aminoacido Y'** esta associado

associado ao aminoacido
ao aminoacido S?'°. Em isolados de Palawan, Y'® vem acompanhado de P?"°,
mas o segundo aminoacido esta presente também em sequéncias que contém
H'%. De fato, o aminoacido H'®® vem acompanhado de P'® ou $2'° em todos
os isolados de outros locais onde ambos estdo presentes. Novamente, é
importante reforgar que isso € mais um indicio da expansao recente da espécie
no Novo Mundo (Lim et al., 2005).

Para as semelhancas genéticas observadas entre o Brasil, india e
Palawan citadas acima, ndo é possivel dizer se estas mutagdes sao recentes
ou nao por se tratarem de substituicdes raras em isolados de outros paises.
Existe uma grande possibilidade de serem mutagdes antigas, considerando a

origem asiatica de P. vivax. No entanto, deve-se considerar a hipotese de elas
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terem surgido independentemente, em funcdo da pressédo do sistema imune.
Entretanto, essa € uma questao dificil de ser respondida.

A analise das sequéncias brasileiras revelou que a variabilidade
nucleotidica é muito baixa. A diferenca de nucleotideos comparando todas as
sequéncias par a par ndo passa de 1,6%. Em todos os locais ja previamente
estudados, a diversidade nucleotidica variou de 0,8% a 2,4%. Se
compararmos as sequéncias brasileiras com as de Morong, nas Filipinas (111
sequéncias), percebemos que os valores s&do semelhantes, quase idénticos.
Isso mostra que independente do local, a variabilidade nucleotidica é baixa.

A mesma analise (par a par) mostrou, no entanto, que a diversidade
genética (haplotipica) é muito alta, da ordem de 91,8%. Essa é uma
caracteristica do antigeno AMA-1 onde a maioria das mutagdes gera mudanga
de aminoacidos, ou seja, substituigdes nao-sinbnimas. As exce¢des descritas
sdo observadas em amostras da Coréia do Sul onde se observa um evento
recente de “bottleneck”, com a reintroducado de malaria vivax causada por duas
populagbes provenientes da China em 1993 (66%), e isolados de Sri Lanka,
Indonésia e llhas Salomdo, onde cada sequéncia determinou um haplétipo
diferente (100%). Nos outros locais essa taxa variou de 80% a 96%.

Na maioria dos genes codificadores de proteinas, a taxa de
substituicdes sinbnimas (silenciosas) € bem maior que a taxa de substituicoes
nao-sinbnimas (alteragdo de aminoacidos), uma condigdo conhecida como
selegédo purificadora (Verra & Hughes, 2000). O padréo oposto presente em
AMA-1 e em outras proteinas de superficies de esporozoitos e merozoitos,
como a CSP (Proteina Circum-esporozoita), TRAP (Proteina de Superficie de
Esporozoito 2) e MSA-2 (Antigeno de Superficie de Merozoito 2) (Hughes e
Hughes, 1995) € mais um indicativo de que ha uma pressdo seletiva nos
epitopos para reconhecimento dos anticorpos, gerando uma selegao
diversificadora positiva (Hughes & Nei, 1988; Verra & Hughes, 2000). Um
estudo utilizando o gene PfAMA-1 evidenciou que a diferenga entre os valores
de dy e ds foi significativa (Hughes e Hughes, 1995). Além disso, percebeu-se
que a maioria das substituicbes nao-sindbnimas envolvia a troca de carga do
aminoacido e conservacdao da polaridade, principalmente no dominio
extracelular fortalecendo as evidéncias da existéncia de uma selegcao

diversificadora positiva necessaria para a evasdo do sistema imune nas
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infecgdes por P. falciparum (Hughes e Hughes, 1995). No entanto, para o gene
PVAMA-1, o valor de dy nao € significativamente maior que ds. Isso né&o
significa que nao exista nenhuma forca atuando sobre esse gene, afinal, o
numero de substituigdes ndo-sinbnimas é visivelmente maior que o numero de
substituicdes sinbnimas no dominio I. Infelizmente, ndo foi possivel através de
nosso e outros estudos (Figtree et al., 2000) determinar qual tipo de selecéo
esta atuando sobre esse gene.

As anadlises realizadas para isolados de cada estado brasileiro e a
comparacgao entre eles revelaram extensa similaridade entre os mesmos. Isso
significa que possivelmente ha grande fluxo génico entre as populagdes de P.
vivax no territério brasileiro, ja que ndo ha barreiras geograficas isolando
grupos de populagdes em determinadas regides. Este fato € visivel através da
analise filogenética, onde nao é possivel agrupar as sequéncias por local de
origem. Esse resultado foi confirmado pelos calculos de Fst, onde se observou
que nao ha diferencas significativas entre os estados. A comparagao entre as
amostras brasileiras e as amostras dos trés outros continentes revelou que ha
menos diversidade no Brasil que para os isolados de outros continentes.
Quando a diversidade entre os estados brasileiros foi comparada a diversidade
entre os paises, esta mostrou-se baixa sendo este resultado confirmado pelo
calculo de Fst. Nossos resultados indicam que o P. vivax € menos diverso na
América do Sul quando comparado aos outros continentes. A baixa diversidade
do gene PVAMA-1 vista nos isolados brasileiros e a semelhanga entre os
estados incluidos neste estudo suportam as evidéncias de que P. vivax se
dispersou recentemente no continente americano. A diferenciacao entre
isolados de diferentes regides requer um tempo evolutivo consideravel para
fixacdo de alelos. Por esta razdo, a diversidade genética verificada para as
populagdes asiaticas de P. vivax é significativamente maior do que a

diversidade verificada no Brasil.
Associacao entre residuos polimérficos e aspectos da morbidade
Tem sido observado que a maioria dos pacientes infectados tanto por P.
vivax quanto por P. falciparum desenvolvem plaquetopenia durante a infec¢ao

malarica (Wickramasinghe et al., 2000). Sabe-se que a plaquetopenia esta
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associada a uma hiperdestruicao periférica de plaquetas, ja que a produgao de
megacariocitos na medula 6ssea permanece normal ou ligeiramente
estimulada, com o aumento no numero dessas células liberadas e a presencga
de promegacariocitos (Beale et al., 1972; Horstmann et al., 1981; Wilson et al.,
1982). No entanto, as plaquetas, ainda jovens, sdo destruidas. O aumento
dessa destruigdo periférica pode ser justificado por varios mecanismos, que
podemos classificar como imunes ou nao imunes.

Os mecanismos n&o imunes incluem, dentre outros, o consumo de
plaquetas pela coagulagdo intravascular disseminada (CID) (Devakul et al.,
1966; Dennis et al.,, 1966). A CID é definida como uma sindrome adquirida,
caracterizada pela ativacdo difusa da coagulacdo intravascular, levando a
formagao e deposigao de fibrina na microvasculatura, podendo levar a oclusao
dos vasos e consequente comprometimento da irrigagdo sanguinea de
diversos orgéos (Kasper et al., 2006). Porém, essa hipotese ndo € a aceita
para explicar a plaquetopenia na malaria tendo sido, entdo, descartada (Beale
et al., 1972).

Outras hipdteses ndo imunes incluem o estresse oxidativo, onde os
radicais livres do oxigénio poderiam ter um papel importante nos danos
estruturais e funcionais das plaquetas (Erel et al., 2001) bem como na morte
das plaquetas mediada por caspase (Piguet et al., 2002).

Mecanismos imunes potencialmente aptos a destruir plaquetas incluem
a participagado de imunocomplexos formados na membrana da plaqueta (Kelton
et al., 1983). Foi descrito que antigenos malaricos ligam-se a superficie das
plaquetas, deslocando os sitios de ligagcao dos anticorpos especificos PAIgG
(receptores Fc) de forma competitiva (Kelton et al., 1983). Em seguida,
anticorpos IgG se ligam a antigenos que se encontram na superficie das
plaquetas, formando imunocomplexos. Dessa forma, as plaquetas perdem a
sua fungao e sao fagocitadas. As mudancgas ultra-estruturais frequentemente
observadas incluem centralizagdo dos grénulos, interagado plaqueta-plaqueta e
agregacgao espontanea; algumas plaquetas ainda apresentam degranulagéo
(Monhanty et al., 1982). Além disso, anticorpos anti-plaquetas (PAIgG)
apresentam niveis aumentados durante a infeccdo, e podem participar desta

destruicédo (Kelton et al., 1983).
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Alguns estudos mostram que ndo ha correlacdo entre o grau de
parasitemia e a contagem de plaquetas em pacientes com infeccdo aguda
(Beale et al., 1972; Skudowitz et al., 1973; Monhanty et al., 1882). Entretanto,
este ainda € um assunto controverso que merece atengcdo e melhor
caracterizagdo. Neste trabalho, niveis normais de plaquetas estiveram
fortemente correlacionados a baixas parasitemias por P. vivax. Essa correlagao
pode ser explicada se consideramos a resposta de anticorpos dirigida contra
componentes do parasito com consequente formagao de imunocomplexos na
superficie da plaqueta. Em outras palavras, quanto maior o nivel de parasitos
circulantes, maior seria a presenga de antigenos maldaricos circulantes e a
producao de anticorpos especificos e, dessa forma, maior dano plaquetario
seria observado. Entretanto, até o momento nenhum trabalho havia definido a
participacao de polimorfismos do parasito na determinacéo da plaquetopenia.

A presenca dos aminoacidos Y'%*/S?'° mostrou-se associada a niveis
normais de plaquetas, independentemente do efeito da parasitemia. Como
estes residuos estdo em desequilibrio de ligagao, ndo é possivel determinar
qual aminodacido, Y' ou S?'°, esta verdadeiramente associado aos niveis
normais de plaquetas, ou se ambos estdo. De fato, € também dificil determinar
um efeito direto do antigeno AMA-1 contendo os dois residuos ja que a
associacdo com outros antigenos malaricos pode contribuir para essa
caracteristica clinica.

Desta forma, nosso trabalho propde um mecanismo cepa-dependente,
relacionado ao polimorfismo no gene PVAMA-1 na determinagao de parametros
associados a morbidade. Parasitos que apresentariam os residuos Y'9%/S?1°
seriam menos imunogénicos e desencadeariam uma resposta de anticorpos
menos pronunciada do que aquela que se observaria em infecgdes causadas
por parasitos que apresentariam os residuos H'®/P?"°. A diminuicdo da
resposta de anticorpos levaria a baixa formagcdo de imunocomplexos. Assim,
um menor numero de plaquetas seria destruido por fagocitose. Contrariamente,
individuos infectados com populagdes contendo os residuos H'%/P?1°
apresentariam uma resposta maior de anticorpos, formando um numero maior
de imunocomplexos e, consequentemente, um alto numero de plaquetas seria

destruido, causando a plaquetopenia.
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Concluindo, o gene PVAMA-1 possui residuos especificos de
aminoacidos que poderiam estar associados a niveis normais de plaquetas
provavelmente devido a um decréscimo na formacédo de imunocomplexos pela
falta de reconhecimento especifico desses residuos pelos anticorpos. Dessa
forma, um mecanismo cepa especifico para a plaquetopenia poderia estar
envolvido. De fato, um estudo recente mostrou que a diferenga em um unico
aminoacido em um sitio polimérfico especifico € suficiente para que o sistema
imune perca a capacidade de reconhecimento antigénico (Coley et al., 2006).

Este € o primeiro estudo que demonstrou a possibilidade da participagao
do polimorfismo do parasito na plaquetopenia em infec¢gdes agudas por P.
vivax. Substituicdes especificas em dois sitios polimérficos dentro do dominio |
estariam associadas a protecdo corroborando a idéia de que os polimorfismos
de AMA-1 podem diminuir a eficacia de uma vacina anti-malarica baseada
nesta molécula (Coley et al., 2006). Estudos ainda sdo necessarios para
confirmar esta correlagdo em outras areas e também para confirmar o
mecanismo proposto a partir de estudos in vitro utilizando plaquetas e

anticorpos com diferentes especificidades.
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7. CONCLUSOES

e As amostras brasileiras apresentaram 10 novos sitios nucleotidicos
polimorficos, incluindo duas mutagbes sinénimas, que geraram
7bmudancgas de aminoacidos.

e Os sitios polimdrficos 193 e 210 apresentaram-se em total desequilibrio
de ligagao, caracteristica ndo encontrada nos outros continentes.

e As populacbes de P. vivax circulantes no Brasil apresentam baixa
diversidade genética quando comparada a diversidade de populagdes
africanas, asiatica e da Oceania.

e Foi vista uma correlagdo negativa entre a parasitemia e contagem de
plaquetas nas amostras brasileiras.

e Determinados residuos de aminoacidos polimérficos mostraram-se
fortemente associados a contagem de plaquetas circulantes em
pacientes com malaria vivax, indicando que PvAMA-1 pode ser um

indicador molecular de morbidade.
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Anexo

9. Anexos

Questionario padrao aplicados aos pacientes atendidos no Hospital Julio Muller
da Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT).

PROTOCOLO DE ACOMPANHAMENTO DE TRATAMENTO DE PACIENTES COM MALARIA
- HUJM

NuUmero: Data: [ Nome:

Endereco de residéncia (colocar 3 pontos de referéncia):

Rua:
Bairro [] Cuiaba [1V. Grande [ 1 Outro
Fone 1: Fone 2: Fone 3: Fone 4:

Solicitar outros nomes e enderegos de pessoas para facilitar a localizagao:

Idade: Sexo: 1[]M 2[]1F | Cor:1[]Branca 2[]Negra 3[] Amarela 4 []Parda

Escolaridade: 1 [] analfabeto 2[]1°grau 3[]2°grau 4[]3° Ocupacao:
grau

Se mulher, possibilidade de gestacédo? 1[]S 2[]N

Pretende viajar nos proximos 30 dias? 1[]S 2[]N

Pretende viajar nos proximos 6 meses? 1[]S 2] Quantas malarias ja teve na vida?
N

Idade da primeira malaria: Ha quanto tempo teve a ultima malaria (em meses)?

Viajou para area endémica apos o ultimo tratamento? 1[]1S 2[]N

Tomou corretamente a medicagao da ultima malaria? 1[]S 2[]N

Teve diarréia ou voémito durante o tratamento? 1[]S 2[]N

Espécie da ultima malaria: 1[]F 2[]V 3[]Mista

Espécies que jatevejavida: 1[]F 2[]V 3[]Mista 4[]Nao sabe

Quanto tempo vocé viveu em area endémica (especificar de foi permanente ou esporadica)
(em dias):

Usou algum medicamento nos utlimos 10 dias? 1[]S 2[] Quais?

N

Ha quantos dias esta com sintomas? [1Febre []Calafrio []Sudorese [] Cefaléia
[1Mialgia []Artralgia [] Epigastralgia

Febre nos ultimos 7 dias? 1[]S 2[]N [1Tontura []Nausea[]Vémito []Fraqueza
[ 1 Hiporexia [] Coluria

Febre nos ultimos 30 dias? 1[]S 2[]N Temperatura axilar se tiver com febre hoje:

Em qual municipio pegou malaria? UF:

Deixou de fazer atividades por causa da malaria? 1[]S 2[]N

Principais achados fisicos:
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Peso (Kg): Bago palpavel: 1[]S 2[]N-a cm do RCE

Resultadodagota: 1 []F 2[]V 3[]Mista4[]Neg | Parasitemia/200 campos:

Optimal: 1[]F 2[]JNF 3[]Neg | Outro TDR:1[]F 2[]INF 3] Hemograma:
Neg 1[1S 2[]IN

Papel-Filtro Guanidina: DNA: Soro: Fezes:
1[1S 2[]N [1[]S 2[]N 1[1S 2[IN [1[]S 2[]N |1[]S 2[]N

Tratamento:
[1Cloroquina []Mefloquina []Primaquina [] Doxicilcina []Quinina [] Artesunato
Esquemas (dose e tempo):

Conclusdo do caso: 1 [] Primoinfecgdo 2 [] Recrudescéncia 3 ][] Reacaida 4[] Reinfecgéo

AVALIACAO DO TRATAMENTO APOS 7 DIAS (D7)

Resultadogota: 1 []F 2[]V 3[]Mistad4[]Neg | Parasitemia/200 campos:

Outro exame: Viajou para area endémica? 1[]S 2[]N
Diarréia ou vémito até a 12 hora de Houve melhora dos sintomas acima:
medicacao? 1[]S 2[]N []Completa []Parcial []Nenhuma [] Piora

AVALIACAO DO TRATAMENTO APOS 14 DIAS (D14)

Resultadogota: 1 []F 2[]V 3[]Mista4[]Neg | Parasitemia/200 campos:

Outro exame: Viajou para area endémica? 1[]S 2[]N
Diarréia ou vémito até a 12 hora de Houve melhora dos sintomas acima:
medicagdo? 1[]S 2[]N [1Completa []Parcial []Nenhuma [] Piora

AVALIACAO DO TRATAMENTO APOS 21 DIAS (D21)

Resultado gota: 1[]F 2[]V 3[]Mista4[] Neg | Parasitemia/200 campos:

Outro exame: Viajou para area endémica? 1[]S 2[]N
Diarréia ou vémito até a 12 hora de Houve melhora dos sintomas acima:
medicagdo? 1[]S 2[]N [1Completa []Parcial []Nenhuma [] Piora

AVALIACAO DO TRATAMENTO APOS 28 DIAS (D28)

Resultadogota: 1 []F 2[]V 3[]Mistad4[]Neg | Parasitemia/200 campos:

Outro exame: Viajou para area endémica? 1[]S 2[]N
Diarréia ou voémito até a 12 hora de Houve melhora dos sintomas acima:
medicacao? 1[]S 2[]N []Completa []Parcial []Nenhuma [] Piora
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