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Resumo

RESUMO

A malaria é causada por parasitos do género Plasmodium, sendo P. vivax a espécie
mais amplamente distribuida no mundo. Em areas endémicas, é frequente a co-
infeccdo em um mesmo individuo por diferentes variantes de P. vivax,
caracterizando uma infeccdo multipla. Nestas infecgdes, diferentes propor¢des das
variantes podem ser relevantes na competicdo entre elas, na viruléncia e na
resisténcia as drogas. O objetivo deste trabalho foi de avaliar a eficiéncia dos
marcadores moleculares na identificacido de infecgdes multiplas por P.vivax. Desta
forma, foram selecionados seis marcadores (MS06, MS07, MSP-3a, MSP-1B2,
MSP-1B10 e MN21) caracterizados por polimorfismos de tamanho analisados por
eletroforese capilar. Para cumprir este objetivo foram usadas trés estratégias
metodoldgicas. Inicialmente dois diferentes alelos amplificados de cada loci foram
clonados em plasmideos para o estabelecimento de infeccbes multiplas artificiais.
Na segunda estratégia foram realizadas misturas artificiais de DNAs de pacientes
com parasitemia e niveis de leucocitos semelhantes. E por fim, realizou-se a
genotipagem de isolados de P. vivax de 47 pacientes da Amazoénia Brasileira, sendo
22 pacientes com infeccdo multipla previamente identificada. Ao simularmos
infeccdes multiplas artificiais com diferentes proporgdes de cada clone ou DNA de
paciente verificamos que: (1) para os MS e TR, alelos menores foram
preferencialmente amplificados por PCR; (2) para ambos os blocos da MSP-1,
ocorreu titulagdo nos resultados; (3) para MSP-3a ndo houve amplificagéo
preferencial do alelo menor; (4) a utilizagdo do critério de altura minima de % da do
pico predominante para a deteccdo dos alelos raros foi mais eficiente na detecgao
da multiplicidade de infecgdo. Na genotipagem de isolados de campo os marcadores
MS06, MS07, MSP-1B10, MSP-3a e MN21 foram suficientes para deteccdo de
100% das infecgbes multiplas em pacientes. Assim, estamos propondo um painel de
marcadores neutros (MS06, MS07 e MN21) e ndo neutros (MSP-3a e MSP-1B10) na
deteccdo de infecgbes multiplas utilizando o critério menos estringente para

deteccao dos alelos raros.
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Abstract

ABSTRACT

Plasmodium vivax infection is often characterized by the presence of two or more
genetically distinct variants co-infecting the same human host (multiple-clone
infection). Competition between co-infecting parasite clones is a major factor in the
evolution of phenotypes such as virulence, transmissibility and drug resistance. Thus,
accurate detection of multiple-clone P. vivax infections is very important for malaria
control. The accuracy of P. vivax genotyping and multiple-clone infections
characterization depend on several factors, such as the methods and the molecular
markers of choice used in genotyping, the number of markers assessed, and the
population diversity of the markers. Thus, the present study sought to evaluate the
efficiency of different molecular markers — antigen-coding genes (MSP-1B2 , MSP-
1B10), tandem repeat (MN21) and microsatellites (MS06 and MS07) — to detect
multiple-clone P. vivax infections. In addition, this study enabled us to compare the
efficiency of molecular markers to detect multiple-clone infections with well known
proportions of clones. These six markers are characterized by size polymorphisms,
being amplified by PCR and analyzed by capillary electrophoresis. Three
methodological strategies were used. Initially, two different fragments for each locus
were cloned into plasmids for the establishment of artificial multiple-clone infections.
In the second strategy, artificial mixtures of DNA from patients with similar levels of
parasitemia and leukocytes were performed. Finally, we genotyped 47 isolates of P.
vivax from patients living in the Brazilian Amazon, being 22 patients with previously
identified multiple-clone infections. From the artificial multiple-clone infections, the
most important data were: (1) for microsatellites and the tandem repeat, the minor
alleles were preferentially amplified by PCR; (2) for both blocks of the MSP-1, reliable
estimates were obtained of the relative abundance of alleles present in clone
mixtures; (3) for MSP-3a, no preferential amplification of the minor allele occurred,
and (4) a minimum value of 74 of the predominant peak for detection of rare alleles
was more efficient in detecting the multiplicity of infection. For field isolate
genotyping, a relevant result was that five markers - MS06, MS07, MSP-1B10, MSP-
3a and MN21 - were sufficient for detection of 100% of multiple infections in patients.
Considering all these findings, we were able to define a panel of markers to be used
in determining multiple-clone infections in epidemiological studies composed by.
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Abstract

neutral (MS06, MS07 and MN21) and non neutral (MSP-3a and MSP-1B10) markers

using the less stringent criteria for detection of rare alleles.
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Introducéo

1 INTRODUGAO

1.1 Malaria: A doenga no mundo

Os parasitos causadores da malaria pertencem ao filo Apicomplexa, familia
Plasmodiidae e ao género Plasmodium que infectam alternadamente um hospedeiro
vertebrado e um hospedeiro invertebrado. Atualmente sdo conhecidas cerca de 150
espécies causadoras de malaria que podem infectar aves, répteis, roedores e
primatas (MOORE et al.,, 2002), sendo que apenas cinco espécies habitualmente
parasitam o homem: Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium
malarie, Plasmodium knowlesi e Plasmodium ovale. P. ovale é geralmente
considerado como tendo uma distribuigdo limitada, ocorrendo em regides da Africa e
em algumas ilhas do Pacifico (COLLINS e JEFFERY, 2005). Os casos de P.
knowlesi infectando humanos foram relatados apenas recentemente (COX-SINGH et
al., 2008; ONG et al., 2009; WHITE, 2008), P. falciparum e P. vivax causam a
maioria de casos de malaria em todo mundo, sendo o P. falciparum é responsavel
pelas formas mais graves da doenga e estd associado a um alto indice de
mortalidade. P. vivax € a espécie mais amplamente distribuida no mundo, sendo
comum em areas tropicais e subtropicais fora do continente africano (GREENWOOD
et al. 2005; MENDIS et al. 2001). Apesar da grande incidéncia do P. vivax, pouco
investimento em pesquisas de vacinas e novas drogas tém sido observados para
este parasito. Isso se deve, principalmente, a menor mortalidade associada a
infeccdo causada por P. vivax e a auséncia de um sistema eficiente de cultivo
continuo desse parasito (UDOMSANGPETCH et al. 2008).

A malaria € uma das mais importantes doengas infecciosas nas regides
tropicais e subtropicais de todo o mundo, ocorrendo em mais de 104 paises e
territérios (WHO, 2013) (Figura 1). Plasmodium vivax € mais comum na Ameérica
central e Asia, ja P. falciparum é predominante na Africa, Nova Guiné (parte da

Indonésia e Papua Nova Guiné) e Haiti. A malaria aumentou nos paises tropicais na
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década de 1970 até a década de 1990 principalmente por causa do aumento da
resisténcia do parasito aos antimalaricos e da resisténcia dos mosquitos vetores aos
inseticidas (SHANKS, et al., 2013). A estimativa atual € de que 207 milhdes de
pessoas foram acometidas em 2012 pela doenca, nos quais 80% desses casos
ocorreram no continente africano e os demais estdo distribuidos nas Américas
Central e do Sul, sudeste asiatico e ilhas da Oceania (WHO, 2013).
Aproximadamente 600 mil mortes por malaria sdo registradas por ano, a grande

maioria, de criangas menores de 5 anos na Africa Sub-Saariana (WHO, 2011).

Figura 1. Distribuicado mundial da malaria. Fonte: Modificado de WHO, 2011

No Brasil, a principal regido onde ocorre a transmissdo da malaria € a
Amazénia Legal, correspondendo a 99,8% das ocorréncias da doenga no pais, cujo
numero de casos em 2012 foi de 240 mil (SVS, 2013) (Figura 2).

Na Amazobnia legal, as condi¢gdes ambientais e socioecondmicas contribuem
para a transmissao da malaria. Sendo importante considerar que a ocupacao intensa
e desordenada das areas peri-urbanas, o desmatamento para extragcdo de madeira,
criacdo de gado, agricultura e assentamentos nao oficiais contribuem para o

agravamento e manutenc¢ao da transmissédo de malaria nessa regido (MARQUES et

22
Souza AM




Introducéo

al., 1986; SVS, 2007; SVS, 2008). Dessa forma, nesta regidao a malaria ainda € um
grave problema de saude e a grande incidéncia desta doenga deve-se a multiplos

fatores, entre eles, bioldgicos, ecoldgicos, geograficos e sociais (SVS, 2009).
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Figura 2. Distribuicao geografica da malaria no Brasil (WHO 2013).

Argentina

O diagnéstico de malaria € um dos pilares do Programa de Prevengao e
Controle da doenga no pais e no mundo. Até muito recentemente os
epidemiologistas tinham poucas ferramentas para, além do microscopio, os ajudar
no estudo e na compreensédo da complexa epidemiologia da infecgdo malarica. Um
bom diagndstico propicia a identificagdo precoce dos casos de malaria e permite a
caracterizacdo da espécie, o que é importante para a definicdo do esquema
terapéutico (SVS, 2003; WHO, 2009a). Os exames parasitolégicos permitem
evidenciar os parasitos ou as hemacias parasitadas. Métodos indiretos também sé&o
usados e estdo ligados a imunologia (deteccao de antigenos plasmodial ou de
anticorpos) ou a biologia molecular (sondas gendmicas) (MOODY, 2002;
HANSCHEID, 2003; MOUCHET et al., 2004). Entre os exames parasitologicos
destacamos a gota espessa e o esfregaco — estes dois métodos sé&o
complementares (WHO, 1999a; MOUCHET et al., 2004). O esfregago permite a
identificacado isolada de cada espécie (WHO, 1999a; MOODY & CHIODINI, 2000;
HANSCHEID, 2003). A gota espessa € o melhor método para a detecgdo da
parasitemia. A microscopia convencional permite a identificagdo das espécies de

Plasmodium presentes na infeccao e uma estimativa da densidade parasitaria.
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O advento da biologia e da genética molecular trouxeram consigo algumas
perspectivas com implicagdes no diagndéstico e terapéutica . A técnica de PCR
(SNOUNOU et al., 1993; MOODY & CHIODINI, 2000; ZAMAN et al., 2001) permite,
quando utilizada em grandes amostras, a identificacdo das variagées do parasita da
malaria e a deteccdo de populagdes parasitarias mistas, sobretudo quando
existentes em niveis muito baixos (SNOUNOU et al., 1993; ZAMAN et al., 2001;
MOODY, 2002; GREENWOOD, 2002; HANSCHEID, 2003). As técnicas de PCR sé&o
bastante sensiveis, permitem o reconhecimento de parasitemias muito baixas e sao
capazes de detectar menos de um parasita/microlitro (<1parasita/ pl) (SNOUNOU et
al., 1993; ZAMAN et al., 2001; GREENWOOD, 2002; MOODY, 2002); isto contrasta
com um boa microscopia que detecta por volta de 10-50 parasitas por microlitro
(MOOQODY, 2002; GREENWOOD, 2002). Os custos e a complexidade das técnicas
ligadas a imunologia ou a biologia molecular ndo permitem a sua utilizagao de rotina
sobretudo na Africa, mantendo-se a expectativa do baixo custo e aperfeicoamento
dos testes rapidos de diagnostico (Rapid Diagnostic Test - RDT) (WHO, 1999a;
MOODY, 2002; MOUCHET et al., 2004). Os RDTs séo comercialmente disponiveis
em kits, que incluem os reagentes necessarios e nao requerem treinamento intenso
ou equipamentos para realiza-los e interpreta-los. O principio deste método é
baseado em uma imunocromatografia em membrana de nitrocelulose, onde a
captura de antigenos circulantes do parasita é realizada por meio de anticorpos
monoclonais, sendo a presenga do antigeno indicada por uma mudanga de
coloracao na fita de nitrocelulose (MOODY & CHIODINI, 2002).

O tratamento adequado tanto previne a ocorréncia de casos graves e,
consequentemente, a morte por malaria, como elimina fontes de infeccdo para os
mosquitos, contribuindo para a reducéo da transmissao da doenca (SVS, 2001). O
tratamento de pacientes infectados com P. vivax com primaquina recomendado pela
OMS dura 14 dias, por causa de sua baixa meia-vida, na dose de 0,25 mg/kg
associada a uma droga esquizonticida e gametocitocida no caso, a Cloroquina, por
trés dias em uma dose total de 25 mg de base/kg. Entretanto, no Brasil, para facilitar
a adesao do paciente ao tratamento é recomendado o uso da primaquina por
apenas 7 dias com uma dose de 0,5 mg/kg. Uma falha do tratamento
(recrudescéncia) é caracterizada pelo aparecimento de parasitemia até o dia 28

apos o inicio do tratamento (SVS, 2001).
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1.2 Ciclo biolégico do Plasmodium spp.

O ciclo biolégico do Plasmodium é constituido por: (1) uma fase sexual
exdgena (esporogdnica), que ocorre no hospedeiro invertebrado e (2) uma fase
assexuada endogena (esquizogbnica), onde ocorre a multiplicagdo no hospedeiro
vertebrado em células parenquimatosas do figado (esquizogonia exoeritrocitica) ou
repetidas multiplicacdes nos eritrdcitos (esquizogonia eritrocitica) (AVILA,1996;
SINNIS; COPPI, 2007) (Figura 3). Essa dinamica do ciclo demonstra sua grande
complexidade que esta relacionada a habilidade do parasito em alterar suas
caracteristicas para desenvolverem-se nos ambientes intra e extracelulares, tanto do

hospedeiro vertebrado quanto do mosquito vetor.

Apos repasto sanguineo, as fémeas infectadas de mosquitos do género
Anopheles transferem dezenas de esporozoitos acumulados nas glandulas salivares
para a derme do hospedeiro vertebrado (MOTA; RODRIGUEZ, 2001). Estes podem
permanecer na derme por um longo periodo de tempo (YAMAUCHI et al., 2007). Ao
vencerem a barreira epitelial, cerca de 30% dos esporozoitos invadem os vasos
linfaticos. No entanto, estas formas provavelmente ndo serdo capazes de avangar
no ciclo, parando sua jornada no nédulo linfatico mais préoximo ao sitio da inoculagao
(AMINO et al., 2006). Os restantes destas formas madveis do parasito invadem os
vasos sanguineos e através da corrente sanguinea, chegam aos capilares
sinusoides do figado (AMINO et al., 2006). A invasdo do hepatdcito pelo
esporozoito € complexa e envolve varias interacdes entre o parasito e a célula
hospedeira. Em resumo, o parasito possui a capacidade de interagir com as células
do figado e migrar através dos hepatécitos antes da invasdo do hepatdcito final
(MOTA et al., 2001; CHEN; WANG, 2008), iniciando o ciclo exoeritrocitico (MEIS;
VERHAVE, 1988). A passagem transversal por varios hepatocitos parece ser um
processo obrigatorio para tornar os esporozoitos capazes de estabelecer a infecgao
em um hepatocito-alvo, culminando com a formacédo de um vacuolo dentro do quais
os parasitos irdo se replicar e desenvolver. (MOTA; HAFALLA; RODRIGUEZ, 2002).
Algumas espécies como, o P. vivax e o P. ovale podem se desenvolver em formas

dormentes do parasito no figado, denominadas hipnozoitos, que sdo responsaveis
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pelas recaidas que ocorrem meses ou anos apoés a infecgao inicial (KROTOSKI,
1985; (BARNWELL & GALINSKI, 1998).

Dentro dos hepatdcitos, os esporozoitos se diferenciam em trofozoitos que,
apos varias divisdes por esquizogonia, formam os esquizontes multinucleados, que
podem produzir de 10 mil ou até mais de 30 mil merozoitos, as formas invasivas de
eritrocitos. E para garantir a segurangca da chegada dos merozoitos na corrente
sanguinea, estes ficam protegidos dentro de vesiculas denominadas merossomos,
capazes de transportar centenas de merozoitos para a corrente sanguinea e de
protegé-los do sistema imune (STURM et al., 2006). Além disso, este parasito
também ¢é capaz de induzir a expressdo de marcadores de células viaveis nas
células infectadas e nos merossomas, de modo a adiar a morte celular.

Apos a liberacdo destas formas sanguineas ocorre o encontro e aderéncia do
parasito ao eritrocito via receptores na membrana destas células, em seguida os
parasitos sofrem reorientagdo apical e ocorre a formagao da jungéo irreversivel entre
as membranas (DVORAK et al., 1975; AIKAWA et al., 1978; MILLER et al., 1976).
Os parasitos entdo induzem a formacdo de um vacuolo derivado da membrana
celular do eritrécito (vacuolo parasitoforo) dentro do qual o parasito se desenvolve.
Inicia-se entdo a fase eritrocitica do ciclo, no qual os merozoitos se desenvolvem e
se multiplicam, produzindo merozoitos capazes de invadir novas hemacias (MEIS;
VERHAVE, 1988; AMINO et al., 2006, VLACHOU et al. 2006). A ruptura dos
eritrocitos esta associada ao aparecimento dos sintomas caracteristicos da doenga,
como febre e calafrios.

Uma pequena proporcdo destes parasitos se diferencia nas formas sexuais
do parasito, os macrogametdcitos (femininos) e os microgametécitos (masculinos)
(VLACHOU et al. 2004; ALANO, 2007). Estas formas sexuais ao serem ingeridas
pelo mosquito do género Anopheles durante o repasto sanguineo d&o inicio a fase

sexuada do ciclo, que ocorre no interior do hospedeiro invertebrado.
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Figura 3. Representagcdo esquematica do ciclo biolégico do plasmédio no
hospedeiro humano e no vetor Anopheles. No hospedeiro humano, a infec¢ao
pelo Plasmodium inicia-se com a picada de fémeas de mosquitos infectados do
género Anopheles. Os esporozoitos invadem o0s vasos sanguineos e através da
corrente sanguinea chegam ao figado. Dentro do hepatécito, o esporozoito
diferencia-se em esquizonte multinucleado, o qual gera varios merozoitos. Os
merozoitos sao liberados na corrente sanguinea, e dentro do eritrécito, 0 merozoito
inicia a fase eritrocitica do ciclo sofrendo esquizogonia dentro da célula e produzindo
novos merozoitos, capazes de invadir novas hemacias. Uma pequena propor¢ao
dos parasitos assexuados transforma-se em gametdcitos, e durante o repasto
sanguineo serdo ingeridas pelo mosquito, onde ocorrera a fecundacdo, dando
origem ao zigoto. Estes sofrem esquizogonia resultando em centenas de células
infectantes, os esporozoitos, que migras para as glandulas salivares do inseto, as
quais poderao, no momento da picada, ser inoculados no hospedeiro vertebrado.
Fonte: Modificado de Mueller et al., 2009

No mosquito vetor, apds a fertilizagdo dos gametdcitos, o zigoto se transforma
em oocineto, que ao atravessar a parede do intestino, transforma-se em oocistos no
espaco basal subepitelial. Em cada oocisto é ativada a maquinaria de replicagao de
DNA e de sintese de proteinas para a multiplicagdo assexuada dos parasitos, o que
gera a producao de milhares de esporozoitos. Em aproximadamente duas semanas,

a parede do oocisto se rompe liberando os esporozoitos, que por sua vez invadem a
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hemolinfa do inseto. Estes entdo poderao infectar um novo hospedeiro vertebrado
durante o proximo repasto sanguineo do vetor, fechando assim o ciclo de vida do
parasito (VLACHOU et al. 2004). Esta fase sexuada do ciclo possui uma grande
importancia evolutiva para o parasito, pois € neste momento em que ocorrem
recombinagdes meidticas, podendo haver geragéo de isolados com diferentes perfis

haplotipicos, o que pode ter reflexo no fendtipo do parasito (Figura 3).

1.3 Infecgdes causadas por P. vivax

Plasmodium vivax constitui a espécie mais amplamente distribuida
geograficamente e € um dos mais importantes desafios para a Saude Publica nas
Américas do Sul e Central, Asia Central, Sul e Sudeste Asiaticos, (MEDIS et al.
2001; LACERDA et al. 2012). No mundo cerca de 70-80 milhdes de casos clinicos
séo relatados anualmente (MUELLER et al. 2009; GUERRA et al., 2010). O controle
deste parasito é poten1”cialmente mais dificil do que o das outras espécies, o0 que
pode ser explicado em parte por quatro principais caracteristicas biologicas do P.
vivax. A primeira € o aparecimento precoce de gametdcitos no sangue do
hospedeiro vertebrado (trés dias apos a infecgdo em P. vivax, enquanto em P.
falciparum sao de 8 a 10 dias), o que torna possivel a transmissao antes mesmo dos
sintomas aparecerem (SINNIS & SIM, 1997; OLIVEIRA-FERREIRA et al,. 2010). A
segunda € a alta frequéncia de individuos com baixas parasitemias e de infec¢des
assintomaticas em area endémicas favorecendo o grande numero de reservatorios
da infeccdo (COLEMAN et al, 2002). A terceira € a capacidade de manter formas
latentes no figado, os hipnozoitos, que permanecem dormentes por intervalos
variaveis de tempo e podem levar a episédios de recaida da doenga, culminando no
reaparecimento dos sintomas (MUELLER et al., 2009). O amplo entendimento
da diversidade genética das cepas e isolados de P. vivax em cada area endémica é
essencial para a implementacdo de estratégias eficazes de controle da malaria
(ARNOTT et al. 2012). Isso por que, a compreensdo da variabilidade genética da
malaria vivax € essencial para identificar fendtipos de interesse, tais como, novas
variantes antigénicas, resisténcia as drogas ou aumento da viruléncia, e predizer sua
origem e distribuicdo na populacdo (GREENHOUSE et al., 2007).
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As infecgbes por P. vivax sao frequentemente caracterizadas pela presenca
de dois ou mais parasitos geneticamente distintos no mesmo individuo,
caracterizando uma infecgdo multipla. Esta alta frequéncia pode ser explicada pela
caracteristica deste parasito de apresentar recaidas durante uma infeccdo. Dessa
forma, a partir da ativagcdo de hipnozoitos no figado pode-se detectar isolados
geneticamente distintos na corrente sanguinea. As taxas de infecgado multipla variam
entre as regides do mundo estudadas. Para P. falciparum, sabe-se que em regides
de intensa transmissao as infecgdes multiplas sdo comuns (JOSHI et al. 2008). Para
P. vivax ndo existe uma correlacdo direta entre multiplicidade de infeccdo e
endemicidade da doenga, uma vez que areas de baixa endemicidade apresentam
altas taxas de infeccdo multipla (FERREIRA et al. 2007; REZENDE 2010;
GUNAWARDENA et al.,, 2010; VAN DEN EEDE et al., 2010). Em geral, para os
parasitos da malaria esse tipo de infeccdo é comum por dois motivos: (1) podem
existir muitos vetores picando um mesmo hospedeiro(VARDO & SCHALL, 2007); ou
(2) esporozoitos geneticamente distintos podem ser inoculados pelo inseto-vetor no
momento do repasto sanguineo (ANDERSON et al., 2000). No Brasil, taxas variando
entre 11-72% foram identificadas em individuos infectados por P. vivax utilizando
diferentes microssatélites polimérficos (FERREIRA et al. 2007; REZENDE 2010).

A diversidade clonal das infeccbes por P. vivax fornecem conhecimentos
sobre a estrutura da populacdo e da dindmica de transmissao levando a um melhor
conhecimento sobre a ecologia destes diversos parasitos (VARDO & SCHALL,
2007). Sugere-se que, quando dois ou mais isolados geneticamente distintos estéo
presentes no mesmo hospedeiro, a competicdo intra-hospedeiro por recursos
limitados pode selecionar as caracteristicas do parasito que representam grandes
desafios para a saude publica, como o aumento de viruléncia, o aumento da
transmissibilidade e resisténcia aos antimalaricos (HAVRYLIUK, FERREIRA, 2009).
Experimentos de manipulagdo utilizando um modelo de malaria de roedores co-
infectados com diferentes cepas de laboratério de Plasmodium chabaudi
encontraram que a diversidade genética resultou na competicdo entre clones,
mudanga na dinamica de infecgdo e aumento de viruléncia (TAYLOR et al.1998;
MACKINNON et al. 2002). Similarmente, experimentos realizados por de Roode e

colaboradores (2005) mostraram que a competicdo entre diferentes cepas de P.
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chabaudi favorece a cepa de maior viruléncia. Além disso, uma maior producao de
gametécitos foi observada durante a infecgdo, o que potencialmente aumentou a
transmissibilidade aos mosquitos (DE ROODE et al. 2005).

Assim, esse modelo usando roedores permitiu a caracterizagcdo de clones
do parasito dentro do hospedeiro vertebrado, mostrando os diversos fenétipos que
podem ser gerados durante uma infeccdo contendo multiplos isolados em
comparagao com infec¢gdes geneticamente simples (TAYLOR et al 1998; READ e
TAYLOR, 2001; DE ROODE et al 2005).

Varios estudos tém demonstrado que a caracterizacdo da infecgdo por
Plasmodium depende tanto da acuracia do método de genotipagem, quanto do tipo
de marcador molecular e numero de loci analisados (GREENHOUSE et al. 2006;
HAVRYLIUK et al. 2008). Marcadores moleculares confiaveis sdo essenciais para
uma melhor compreensao da epidemiologia molecular de P. vivax. A eficacia de um
marcador genético em termos da sua capacidade para caracterizar a diversidade
genética existente em uma populagdo € de grande importancia. Existe uma
necessidade para desenvolvimento de marcadores moleculares que sejam mais
adequados para a determinacao das infecgdes multiplas. Contudo, € desconhecido o
numero minimo e quais os melhores marcadores para identificacdo de todas as
infecgdes multiplas em uma populagdo. Em um estudo com isolados de P. vivax no
Brasil, Havryliuk e Ferreira (2009) evidenciaram que utilizando um namero minimo
de onze microssatélites foram identificadas cem por cento das infecgbes multiplas.
Nesse estudo é sugerido que um numero limitado de marcadores deva ser suficiente
para a identificagdo de diferentes isolados em uma infeccdo pelo P. vivax
(HAVRYLIUK; FERREIRA, 2009). Em outro estudo este numero foi reduzido para
quatro microssatélites (DE ARAUJO et al., 2012).

1.4 Marcadores moleculares de P. vivax

Nas analises sobre evolugao molecular, variabilidade genética e estrutura das

populagdes de P. vivax tem sido utilizados varios marcadores moleculares, tais como
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0s microssatélites, os tandem repeats - TRs e os polimorfismos de base unica
(SNPs) em genes ortélogos previamente identificados em P. falciparum, como na
Proteina de Superficie do Merozoito (MSP) e na Proteina de Superficie do
Circunsporozoito (CSP) (FENG et al., 2003). Em geral, os antigenos de superficie
estdo sob forte pressao seletiva positiva do sistema imune do hospedeiro, sendo
dessa forma considerados marcadores nao neutros e, por isso, nao ideais para
estudos evolutivos. Os marcadores mais comumente utilizados em estudos de
genética de populagdo sdo os neutros ou quase neutros que estdo distribuidos
preferencialmente nas regides nao codificadoras e apresentam alto grau de
polimorfismos (SHLOTTER, 2004).

1.4.1 Microssatélites

Microssatélites (MS) sdo amplamente utilizados para estudar a diversidade genética
dos parasitos da malaria, devido a sua abundancia, alta taxa de mutagao e provavel
evolucao neutra. Os MS consistem em repeticdes curtas em série que variam de 1 a
6 nucleotideos, altamente polimérficos e presentes em regides codificadoras e néo
codificadoras do DNA. A diversidade dos microssatélites é gerada através de um
processo denominado “slippage” da DNA polimerase ou derrapagem das fitas que
gera perda e ganho de repetigdes, sendo que os diferentes alelos correspondem aos
diferentes numeros de repeticbes (Figura 4). Estas variagcbes genéticas ocorrem
primariamente através de um processo onde as fitas complementares de DNA se
pareiam de modo errado ocorrendo um subsequente erro durante a replicacao
(LEVINSON & GUTMAN, 1987). Pelo fato de que estes marcadores normalmente
apresentam uma evolugdo neutra, estas adigdes ou delegcdes de unidades
repetitivas ndo sao selecionadas, proporcionando alta variabilidade entre os alelos.
Estas sequéncias de microssatélites sdo classificadas como: perfeitas, quando a
sequéncia repetida ndo é interrompida por qualquer base que nao pertenca ao
motivo; imperfeitas, quando existem bases diferentes intercaladas na sequencia que
se repete; compostos, quando uma repeticao perfeita ou imperfeita esta associada a

outra repeticdo com motivo diferente (WEBER et al., 1990).
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Figura 4. Exemplo de um processo de mutagao “slippage” para um locus de
microssatélite. A linha azul representa a fita dupla de DNA. Os blocos representam
as repeticdes nucleotidicas do microssatélite e as setas indicam a direcido da
replicacdo da fita molde do DNA. Em um processo normal de replicagdo pode
ocorrer a derrapagem da DNA polimerase para tras, o que leva ao surgimento de
inser¢des (parte superior da figura) ou a derrapagem da DNA polimerase para
frente, o que origina delegdes (parte inferior). Fonte: Adaptado Eisen, J. (1999)

1.4.2 Tandem repeats — TRs

Os tandem repeats (TRs) consistem em unidades de repeticdo de cinco
nucleotideos ou mais que se repetem espagadamente entre outras sequencias no
genoma e estas repeticdes estdo presentes em alta frequéncia no genoma de P.
vivax (FENG et al.,, 2003). Até o presente momento, foram pouco utilizados para
estudos populacionais em P. vivax. Descritos em P. vivax primeiramente por Feng e
colaboradores (2003), no qual eles encontraram algumas destas repeticbes em
cinco isolados de campo. Dando continuidade aos estudos destes marcadores em
2004, Leclerc e colaboradores selecionaram oito destes TRs, para analise
populacional de noventa e duas amostras de P. vivax provenientes de cinco
diferentes regides do mundo. Cada regido apresentou uma variabilidade de 2 a 10
alelos. Mais recentemente, Rezende e colaboradores (2009) utilizaram os cinco mais
polimdrficos destes marcadores para caracterizagdo genética de amostras de quatro
regides da Amazodnia brasileira, apresentando uma variabilidade de 2 a 9 alelos por

locus.
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1.4.3 Polimorfismos em antigenos

A maioria dos marcadores disponiveis para caracterizacdo das populagcdes de
P. vivax estdo focados nos estudos de moléculas que estdo sob pressio seletiva
pelo sistema imune, particularmente polimorfismos de base uUnica em antigenos
ortologos de P. falciparum, como as MSPs.

A familia das proteinas de superficie do merozoito de P. vivax é constituida
de dez proteinas: MSP-1, MSP-3a, MSP-33, MSP-3y, MSP-4, MSP-5, MSP-6, MSP-
7, MSP-8 e MSP-9 que estdo envolvidas na interacao inicial entre os parasitos e as
células vermelhas do sangue (ESPINOSA et al., 2003; CARLTON et al. 2008). Os
genes codificadores da MSP-1 e MSP-3a s&o altamente polimoérficos e sdo usados
para genotipagem de isolados de campo de P. vivax (DEL PORTILO et al., 1991). As
outras mostram variabilidade limitada, como MSP-4, MSP-7 e MSP-10 (BRITO;
FERREIRA, 2011).

A proteina 1 de superficie do merozoito esta presente na superficie dos
merozoitos de todas as espécies de Plasmodium (PIZARRO et al., 2003). A
estrutura primaria da MSP-1 de P. vivax (PvMSP-1) exibe regides conservadas,
semiconservadas e regides polimorficas (CUI et al., 2003). Esta proteina possui seis
dominios altamente polimdrficos flanqueados por sete dominios conservados (Figura
5). Em estudos de polimorfismos genéticos em isolados de P. vivax foi demonstrado
que os dominios 1, 3 e 5, ao nivel protéico, sdo conservados com poucas
substituicbes, enquanto os dominios 2, 4, 6 e 10 sao altamente variaveis
(KOLAKOVICH et al. 1996, FIGTREE et al. 2000, HOFFMANN et al. 2003, FAROOQ
et al. 2009, KIM et al. 2009, VERON et al. 2009, ZAKERI et al. 2010; BRITO;
FERREIRA, 2011). Essa alta diversidade pode ser resultado de recombinacdes
intragénicas nas regides polimérficas entre os tipos de alelos dimérficos ou por
selecao positiva do sistema imune (BRITO; FERREIRA, 2011).
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Figura 5. Representacao esquematica da Proteina 1 de Superficie do Merozoite
de P. vivax (PvMSP-1): As regides em cinza claro correspondem aos sete
dominios conservados da sequéncia; e as regides em preto correspondem aos seis
dominios variaveis. Fonte: Brito; Ferreira (2011)

O gene que codifica a proteina MSP-3a € altamente polimérfico,
apresentando regides de insergao e delecao entre os diferentes isolados de P. vivax.
O gene codifica uma proteina que contém um dominio central rico em alanina que &
predito formar uma estrutura terciaria em espiral enrolada (GALINSKI et al. 1999)
(Figura 6). A natureza polimérfica da MSP-3a a torna um bom marcador para
distinguir diferentes infecgdes em estudos epidemiolégicos, como demonstrado em
estudos realizados na Papua Nova Guiné, Tailandia e em alguns paises da América
Latina (BRUCE et al.,, 1999; RAYNER et al., 2002; CRISTIANO et al., 2008).
Contudo, no Brasil, a escassez de estudos que utilizam este marcador em estudos
epidemioldgicos dificulta uma avaliagdo da sua adequagdo como marcador genético

para estudos populacionais (Ribeiro et al.,2011).

Figura 6. Representacao esquematica da Proteina 3 de Superficie do Merozoite
de P. vivax (PvMSP-3a) : As regides em cinza escuro correspondem a regides
semi-conservadas (SC) que flagueiam uma regiao central polimofica, rica em alanina
(regido em branco); as regides em cinza claro correspondem a regides conservadas
(CR). Fonte: Brito; Ferreira (2011)
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2 JUSTIFICATIVA

A malaria causada por P. vivax atinge milhées de pessoas no mundo,
resultando em importantes perdas sociais e econdmicas. No Brasil, essa é a espécie
mais prevalente, tendo sido responsavel por cerca de 240 mil casos da doenga em
2013 (SVS 2013). A infeccao por P. vivax é frequentemente caracterizada pela
presenca de parasitos geneticamente distintos em um mesmo hospedeiro. Uma vez
que esses parasitos podem competir por recursos limitados dentro do hospedeiro,
ha a possibilidade de evolugcdo de fendtipos distintos quanto a viruléncia,
transmissibilidade e resisténcia a drogas que serao responsaveis por determinar o
curso da infeccdo (HAVRYLIUK; FERREIRA, 2009). Além disso, a identificacdo e
caracterizagdo genética dos isolados de P. vivax circulando nas populagdes séo
importantes para a definicho das medidas de controle e tratamento a serem
adotadas. Em adicao, a identificacdo das infecgcbes multiplas tem claras implicagdes
nas analises filogenéticas e de genética de populagdo, como estimativa do
desequilibrio de ligacao e taxa de recombinagéo. Para essas analises € fundamental
a correta determinagao dos haplétipos (combinagéo unica dos alelos presentes nos
loci analisados) presentes na infeccdo por Plasmodium. Por fim, com o
desenvolvimento de técnicas de genotipagem, tornou-se cada vez mais importante a
definicdo de um numero minimo de marcadores moleculares para determinacido das
infecgcdes multiplas a fim de evitar custos desnecessarios. Assim, esse estudo teve
como objetivo avaliar a eficiéncia de diferentes marcadores moleculares na
identificacdo de parasitos geneticamente distintos em uma infecgdo multipla pelo P.
vivax. No nosso entendimento, esse foi o primeiro estudo com essa abordagem,
comparando varios marcadores potencialmente neutros e ndo neutros do genoma
de P. vivax e considerando proporgdes distintas e bem definidas entre as variantes

desse parasito presente em cada individuo.

35
Souza AM




Objetivos

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a eficiéncia de diferentes marcadores moleculares (blocos 2 e 10 de
MSP-1, MSP-3a, microssatélites e Tandem repeats) na identificacdo de parasitos

geneticamente distintos em uma infecgéo por P. vivax num mesmo individuo.

3.2 Objetivos Especificos

> Estabelecer infecgdes multiplas artificiais por meio de clonagem de duas

variantes referentes a cada um dos loci de P. vivax selecionados.

> Estabelecer infecgdes multiplas artificiais utilizando DNAs de pacientes

infectados

» Genotipar os loci selecionados nas diferentes misturas artificiais através de

eletroforese capilar.

» Determinar a eficiéncia de detecgcao de diferentes alelos nos loci de P. vivax

nas infec¢des multiplas artificiais.

» Determinar a eficiéncia de detecg¢ao de diferentes alelos nos loci de P. vivax

em isolados de campo de P. vivax.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Areas de Coleta das Amostras de Sangue

As amostras foram provenientes de cinco diferentes regides da Amazbnia
Brasileira: 17 amostras de Cuiaba (MT), 5 amostras de Macapa (AP), 13 amostras
de Porto Velho (RO), 7 amostras de Augusto Corréa (PA) e 5 amostras de Manaus
(AM). As amostras foram coletadas nas diferentes regides em: AM, maio de 2003;
AP, Novembro de 2004; PA, Outubro de 2005; RO, outubro a dezembro de 2004; e
MT, de Julho de 2003 a julho de 2004.

4.2 Amostras de Sangue

Apos o consentimento por escrito dos voluntarios selecionados para o estudo,
foram coletados cerca de 5 mL de sangue por pung&o venosa na presenca de
(EDTA) utilizando o sistema Vacuette (Greiner Bio-One GmbH, Kremsmdunster,
Austria). Os seguintes critérios foram considerados para inclusdo no estudo: (1)
infeccao por P. vivax; (2) auséncia de sinais ou sintomas relacionados a malaria
grave; (3) idade igual ou superior a 15 anos; e, para o sexo feminino, (4) auséncia de
gravidez. A identificacdo da infecgéo por P. vivax foi feita por exame microscopico de
gota espessa de sangue corada pelo Giemsa por técnicos treinados das Unidades
de Saude das cidades de coleta. A figura 7 ilustra o diagrama esquematico da

abordagem metodoldgica seguida nesse estudo.
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Figura 7. Diagrama esquematico da abordagem metodolégica seguida no
presente estudo.

O projeto foi realizado em quatro etapas, representadas por cores distintas na
figura. Na primeira etapa, representada pela cor laranja, foram selecionadas duas
amostras diferentes de DNA de P. vivax para cada um dos loci indicados na figura a
partir da genotipagem por eletroforese capilar. Na segunda etapa(em roxo),
amostras clinicas com diferentes tamanhos de fragmentos foram misturadas em
diferentes propor¢des. Na terceira etapa (em verde), estas sequencias de DNA
foram clonadas em vetores, quantificadas e misturadas em diferentes proporc¢des
seguida da genotipagem por eletroforese capilar para determinar a eficiéncia destes
marcadores na detecgdo de infecgdes multiplas. Na quarta etapa (em azul),
amostras clinicas de P. vivax foram genotipadas.

Esse projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres

Humanos do Centro de Pesquisas René Rachou (Protocolo Ne 20/2009).

4.3 Amplificagcao dos Marcadores Moleculares

As amplificacbes pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) dos
microssatélites e dos Tandem repeats foram padronizadas usando o termociclador
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Eppendorf Gradient (Eppendorf). Ao passo que as amplificagdes por PCR dos genes
que codificam Proteinas de Superficie do Merozoita foram padronizadas usando o
termociclador PTC-100™ Version 7.0. (MJ Research).

Para os blocos 2 e 10 da MSP-1 e para a MSP-3a foram utilizados as
mesmas condicbes de amplificacdo e iniciadores descritos por Koepfli e
colaboradores (2009), com excecao dos iniciadores internos para o do dominio 2 da
MSP-1 e MSP3a que foram desenhados para este estudo. A reacdo de amplificacao
foi feita em duas etapas (semi-nested PCR), sendo que somente o iniciador senso
da segunda reacgao foi marcado com fluoresceina para a genotipagem dos produtos
amplificados por eletroforese capilar.

Na amplificacdo dos loci para clonagem em plasmideo foram utilizados
iniciadores ndo marcados.

As temperaturas de anelamento dos iniciadores e a concentracado de cloreto
de magnésio variaram de 56°C a 63°C e de 1,0 mM a 3,0 mM, respectivamente
(Tabela 1).

Todas as reacdes de amplificacdo tiveram um volume final de 20 pL,
compreendendo: 20 pmoles de cada iniciador (senso e antisenso), 0,125 mM de
dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 2 uL tampao da Taq DNA polimerase 10X, 1 U
de Tag DNA polimerase (Invitrogen, California, USA ), cloreto de magnésio conforme
Tabela 1 e 50-100 ng de DNA. Para os dominios 2 e 10 da MSP-1 e para a MSP-3a
as segundas reacbes das semi-nested PCR, os DNA amplificados da primeira
reacao foram diluidos 1000 vezes.

Os ciclos para as reagbes de amplificagdo foram padronizados do seguinte
modo: 94°C por 2 minutos, 35 ou 40 ciclos a 94°C por 30 segundos, anelamento dos
iniciadores entre 56°C a 63°C (ver Tabela 1) por 20 segundos e 72°C por 30
segundos. Apos estes ciclos um passo de extensao final foi realizado a 72°C por 2
minutos.

Apoés a reacao de amplificagdo, as amostras de DNAs foram visualizadas em
gel de agarose 2% corado com brometo de etidio com concentracéo final de 0,5
Mg/mL. Assim, foi possivel identificar as diferentes variantes de cada locus
amplificado. Dessa forma, para cada locus foram selecionadas duas variantes para

realizagdo das clonagens.
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Tabela 1 — Iniciadores e condi¢c6es da PCR utilizados na amplificagao dos marcadores moleculares de P. vivax.

N° de Ciclos
Locus Iniciador Senso (5" — 3’) Iniciador Anti-senso (5’ — 3’) de Tm [Mg*z]
amplificagao
PvMS06 ACACATTTGACACAGTTCC ATGCCCTGGTCCCTACAA 35 58,6°C | 1,5 mM
PvVvMSO07 GTATTCCCCGTCTTGTCC CTTTCTCCGTTCTTATTTCT 35 56°C | 1,5 mM
PvMN21 TGCCACGATGAAAGGCCCTT TTTGAGGTGGCACTGCTATA 35 60°C 1mM
Externo
TATGATTTGTTGAGGGCGAA TGCTTTCCATIEC;(,Z\?(??FGGATTTTGC 30
PvMSP-1 Bloco 2 GC 63°C 3 mM
Interno Interno o5
GACGATATTGGAAAATTGGA | CTCCTTCAGCACTTTCACGCGCTT
Externo
GGAGAACATAAGCTACCTGT Externo 30
ce GTTGTTACTTGGTCTTCCTCCC
PvMSP-1 Bloco 10 60°C 3 mM
Interno Interno
CAAGCCTACCAAGAATTGAT | ATTACTTTGTCGTAGTCCTCGGCGT 25
CCCCAA AGTCC
Externo Externo 30
GAAAGAACGACTCCCTCCC CTTTTGCCTTCGCCACTTCG
PvMSP-3a Interno Interno 60°C 3 mM
CCCGCAT%\\S%GCCAAAC CCTTTGCATTTTTTGCCGCAG 25
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4.4 Clonagem de Fragmento de DNA em Plasmideo e Extragao de DNA

plasmidial

As clonagens dos produtos da PCR representando duas variantes de cada
locus foram feitas em pCR2.1-TOPO e pGEM-T e foram realizadas utilizando os
sistemas TOPO TA Cloning KIT for Sequencing (Invitrogen, California, USA) e
PpGEM-T Vector (Promega, Madison, USA), respectivamente, conforme instrucoes
dos fabricantes. Em resumo, Escherichia coli da linhagem TOP 10 quimicamente
competentes (Nishimura et al. 1993) foram transformadas com o plasmideo
recombinante por choque térmico. Em um tubo de microcentrifuga, foram incubados
2 uL do produto da reagado de ligagdo com 50 uL de células competentes por 20
minutos no gelo. Rapidamente o tubo foi transferido para o banho-maria a 42°C por
45 segundos e imediatamente recolocado no gelo por 3 minutos. Foram adicionados
250 pL de meio SOC liquido (NaCl 10 g/L, Triptona 10 g/L, Extrato de levedura 5 g/L,
1,0g/L de MgCl,) ao tubo contendo as células, que foi incubado a 37°C, sob forte
agitacdo por 1 hora. Em seguida, as células foram plaqueadas em meio LB-agar
(NaCl 10 g/L, Triptona 10 g/L, Extrato de levedura 5 g/L, Agar 20 g/L pH 7,0) com
100 pg/mL de ampicilina usado como marcador de seletividade. A selegdo de
colbénias contendo o plasmideo e o inserto de interesse também foi realizada a partir
da incubacado com X-gal 50 yL/mL e IPTG (0,1M a 37°C durante o periodo de 12-16
h. As col6nias brancas foram repicadas com o auxilio de palitos autoclavados e
incubadas individualmente em 2 mL de meio Luria-Bertani (LB) liquido (NaCl 10 g/L,
Triptona 10 g/L, Extrato de levedura 5 g/L) com 100 ug/mL de ampicilina a 37°C, sob
forte agitacado por 12-16 hs (cultura saturada).

A extragdo de DNA plasmidial foi realizada utilizando o sistema QIAprep Spin
Miniprep Kit (QIAGEN, Maryland, USA) de acordo com as instru¢gdées do fabricante.
Brevemente, 1 mL de cada cultura saturada foi centrifugado por 10 minutos a 9000
rom. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em
250 pL de tampéao P1 (tampao P1 + RNAse). Posteriormente, 250 pL de tampé&o P2
foram adicionados e os tubos homogeneizados por inversdo de 4 a 6 vezes. O
tampao N3 foi acrescentado a mistura e imediatamente os tubos foram
homogeneizados por inversdo de 4 a 6 vezes. Apds a homogeneizagao, os tubos
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foram centrifugados por 10 minutos a 13000 rpm. O sedimento foi descartado e o
sobrenadante aplicado em colunas oferecidas pelo kit. Apds centrifugacdo das
colunas por 1 minuto a 13000 rpm, o conteudo do tubo foi descartado. A coluna foi
lavada com 500 pyL de tampao PB e novamente centrifugada por 1 minuto a 13000
rom e ao final, o conteudo do tubo foi descartado. Foram adicionados 750 ul de
tampao PE (tampao PE + etanol 96%), seguido por centrifugagdo durante 1 minuto a
13000 rpm e descarte do conteudo do tubo no final. A coluna foi colocada em tubo
de microcentrifuga e o plasmideo foi eluido com 50 yL de agua destilada e

deionizada esterilizada.

4.5 Genotipagem dos Fragmentos no Seguenciador Automatico MegaBace

Foram genotipados dois microssatélites, MS06 e MS07, e o Tandem Repeat
MN21, selecionados por serem os mais polimoérficos entre isolados de P. vivax do
Brasil (REZENDE et al., 2009; REZENDE et al. 2010). Os blocos 2 e 10 da MSP-1
de P. vivax descritos por Putaporntip e colaboradores (2002) e o gene MSP-3a
também foram estudados, totalizando seis marcadores moleculares.

Os microssatélites foram usados nas condi¢cdes de amplificagao descritas por
Rezende e colaboradores (2010). O MSO06 esta localizado no cromossomo 14 do P.
vivax em uma regiao codificadora, possui repeticoes de trinucleotideos (TGA) e uma
variagdo no tamanho do fragmento amplificado de 200 a 305pb. Ja o MS07 esta no
cromossomo 2 em uma regido nao codificadora, também com repeticbes de
trinucleotideos (TAA) e uma variagdo no tamanho do fragmento de 347-362 pb
(REZENDE, 2009; REZENDE et al. 2010).

O unico Tandem Repeat usado neste trabalho, o MN21, esta localizado em
uma regido nao codificadora localizada no cromossomo 8 do P. vivax e possui
repeticdes de cinco nucleotideos (CCACT).

A genotipagem foi realizada em placa de 96 pogos, sendo que em cada pogo
da placa foram colocados 7,75 uL de Tween-20 a 0,1%, 0,25 pL do padrdo de
tamanho molecular MegaBACE™ ET550-R Size Standard (GEHealthcare), para os
marcadores MS06, MS07, MN21 e para os blocos 2 e 10 da MSP-1. Para o
marcador MSP3a foi usado o padrio MegaBACE™ ET900-R Size Standard
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(GEHealthcare). Para todos os marcadores foram usados 2 pL do produto
amplificado e para os produtos da semi-nested PCR o produto final da amplificagao
foi diluido 20X. As amostras foram homogeneizadas na placa, em seguida a placa
foi rapidamente centrifugada. A placa foi armazenada a 4°C até que fosse analisada
no sequenciador automatico. Antes das amostras serem lidas no aparelho, elas
foram desnaturadas a 94°C por 1 minuto.

ApoOs a separacdo e a captacdo das amostras por eletroforese capilar, os
produtos foram analisados utilizando o programa MegaBACE Fragment Profiler
versao 1.2 (Amershan Biosciences), o qual possibilita a determinagdo do tamanho
exato dos fragmentos previamente amplificados. Pelo fato do parasito ser haploide
na fase sanguinea do ciclo, a presenga de dois picos numa mesma amostra, era
uma evidéncia de infecgdo multipla (Figura 8).
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Figura 8. Representagao do resultado da eletroforese capilar no sequenciador
automatico MegaBACE. Os picos em vermelho representam o padrao de tamanho
molecular e o pico em azul representa a amostra genotipada. As barras em cinza
representam os possiveis alelos para o marcador genotipado € 0 numero abaixo do
picos azul € o tamanho do alelo. A presenga de dois picos em (B) corresponde a
dois fragmentos de tamanhos distintos na mesma amostra evidenciando a presenca
de infecgao multipla.
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4.6 Preparacao das Misturas Artificiais

4.6.1 Misturas artificiais de DNAs plasmidiais

Dois fragmentos de tamanhos distintos correspondentes a cada um dos locus
foram clonados em dois diferentes plasmideos, pCR2.1-TOPO e pGEM-T. O DNA
plasmidial contendo os fragmentos de interesse foram quantificados no
espectrofotbmetro (Nanodrop, Thermo Scientific 2000) e foi convertido para o
numero de cépias plasmidiais correspondente, utilizando a formula:

PCN (Numero de coépias plasmideais) = [(6,02x1023copias/mol)xDNA
quantidade(g)J/[DNA comprimento (bp )x660(g/mol/bp)]

Para as misturas artificiais, os vetores contendo os insertos de interesse de
cada locus foram misturados nas proporgdes (pGEM-T/TOPO2.1) 1:1, 1:0,5 1:0,25,
1:0,125, 1:0,0625, 1:0,0313, 0,5:1, 0,25:1, 0,125:1, 0,0625:1, 0,0313:1. Apds as
misturas artificiais, os DNAs clonados foram amplificados e posteriormente

genotipados conforme o item 4.6.

4.6.2 Misturas artificiais de produtos da PCR de pacientes

Nessa etapa foram selecionados dois pacientes infectados por P.vivax que
apresentavam entre si polimorfismo de tamanho em cada um dos loci estudados. O
polimorfismo foi identificado inicialmente a partir da resolugdo da PCR em gel de
agarose e confirmado por genotipagem por eletroforese capilar. Os seguintes
critérios adicionais foram considerados na selecdo das amostras: auséncia de
infecgcdo multipla e similaridade no numero de leucdcitos e parasitemia.

Apos a escolha das amostras foi realizada a quantificacdo por espectroscopia
de absorgdo na ultravioleta (Nanodrop, Thermo Scientific 2000) e uma curva foi
construida por diluicdo seriada conforme diluicdes do item 4.8.1 somente para os
marcadores MS06 e MSP-1B2. Apds as misturas artificiais, os DNAs foram

amplificados e posteriormente genotipados conforme o item 4.5.
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4.7 Genotipagem de pacientes

Amostras de DNA de 47 pacientes foram selecionadas entre cerca de 200
amostras de isolados de campo de P. vivax presentes no laboratério. As condicdes
de genotipagem foram realizadas de acordo com o item 4.6. Dentre as 47 amostras
selecionadas neste estudo, 22 cuja multiplicidade de infecgao ja foi previamente
identificada por pelo menos um marcador molecular (ANEXO 5), foram escolhidas
para verificar a eficiéncia de detecgcao de infeccbes multiplas de cada um dos

marcadores selecionados neste estudo.
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5 RESULTADOS

5.1 Identificacao de polimorfismo de tamanho

Foram selecionados dois fragmentos com diferentes tamanhos (em pb) de
cada marcador molecular usados nesse estudo (MS06, MS07, MSP-3a, MSP-1B2,
MSP-1B10 e MN21) para estabelecimento de infecgdes multiplas artificiais. A
amplificagdo dos diferentes marcadores foi realizada utilizando 20 amostras de
individuos infectados por P. vivax e foram escolhidos os dois fragmentos que
apresentaram maior diferenga de tamanho em gel de agarose (um exemplo pode ser
visto na Figura 9). Em seguida, realizou-se a genotipagem por eletroforese capilar

para a determinagao exata do tamanho dos fragmentos (Tabela 2).
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Figura 9. Resolugao em gel de agarose 2% dos produtos amplificados por PCR
(MS06). Os produtos das amplificagbées visualizadas nas canaletas 2 e 3 foram os
escolhidos para a realizagao da etapa de clonagem. PM — Peso Molecular 1kb plus
(Invitrogen); canaleta 1 — Controle negativo da PCR (sem DNA); canaletas 2 a 4 —
produtos amplificados por PCR a partir de diferentes amostras de DNA de individuos
infectados por P. vivax.
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Tabela 2. Tamanho dos fragmentos (pb) amplificados por PCR e selecionados

para clonagem em plasmideos.

MSP- MSP- MSP-
LOCUS| MS06 MS07 MN21 1B2 1B10 3a Plasmideo
Alelo A 305 362 293 402 252 638 pGEM-T
pCR2.1-
Alelo B 200 347 257 429 258 692 TOPO

5.2 Misturas artificiais de diferentes variantes clonadas nos plasmideos
PCR2.1-TOPO e pGEM-T

Os dois fragmentos referentes aos diferentes loci foram clonados nos
plasmideos pCR2.1-TOPO e pGEM-T (Tabela 2) para serem utilizados na simulagao
de infecgdes artificiais. A clonagem em dois vetores distintos foi feita com o
proposito de realizar uma quantificagdo mais precisa do DNA plasmidial pela reacao
de PCR em Tempo Real. Para isso, foi desenhado um unico par de iniciador capaz
de amplificar os fragmentos de ambos os vetores. Portanto, a quantificagao seria
realizada separadamente para cada construgcdo. No entanto, a amplificagao ocorreu
de forma inespecifica, provavelmente devido a utilizagdo de um iniciador universal,
inviabilizando a continuidade dos experimentos de quantificacdo da maneira
originalmente proposta. Por este motivo, a quantificagdo de DNA plasmidial
contendo os fragmentos de interesse foi realizada no espectrofotdmetro.

Apds a clonagem de ambas as variantes de cada marcador, a concentragao
foi determinada e convertida para o numero de copias plasmidiais (PCN). Seguiu-se
a realizacado das misturas artificiais, que foram estabelecidas entre as construcdes
(PGEM-T / pCR2.1-TOPO) para cada locus em proporcdes definidas: 1:1; 1:0,5;
1:0,25; 1:0,125; 1:0,0625; 1:0,0313; 0,5:1; 0,25:1; 0,125:1; 0,0625:1; 0,0313:1. Em
seqguida, para certificar que a PCR havia funcionado as misturas foram analisadas
em gel de agarose 2% e, enfim genotipadas por eletroforese capilar.

As propor¢des dos fragmentos amplificados de cada locus na genotipagem

por eletroforese capilar destes clones foram variaveis. Na Tabela 3 estdo
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apresentados os resultados da média de dois experimentos independentes. Em
proporgcdes iguais dos dois alelos (1:1) observamos que para alguns marcadores
estudados foi amplificado, preferencialmente, o fragmento menor, como para os
microssatélites 6 e 7, e MN21 (Tabela 3). Os alelos clonados em pCR2.1-TOPO
foram preferencialmente amplificados para 5 dos 6 marcadores, apenas para MSP-
1B2 a amplificacdo do alelo clonado em pCR2.1 foi ligeiramente menor. Nas
diferentes proporgdes dos plasmideos foi observada uma titulagdo quando o alelo A
foi mantido constante e o alelo B diluido em todos os marcadores (Tabela 3).
Entretanto, quando se inverteu mantendo constante o alelo B e variando o alelo A s6
foi observada a titulacdo para os marcadores MSP-1B2, MSP-1B10 e MN21, como
exemplificado na figura 10 para MSP-1B2. Para os outros marcadores, como
exemplificado na figura 11 para o microssatélite 6, com a manutencdo do alelo A e
diluicdo do alelo B este ultimo apresentou niveis baixos de fluorescéncia para todas

as diluicdes, dificultando sua deteccao (Figura 11).
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Tabela 3: Valores das proporgoes de fluorescéncia observados e normalizados
para os seis marcadores deste estudo apresentando as médias de 2

experimentos para cada marcador.

MS06
Proporcao esperada | Proporgao observada Normalizado*
Fragmento | Fragmento | Fragmento | Fragmento | Fragmento | Fragmento
A (305) B (200) A (305) B (200) A (305) B (200)
1 1 1 3,9 1 1
1 0,5 1 2,91 1 0,75
1 0,25 1 1,92 1 0,49
1 0,125 1 1,49 1 0,38
1 0,0625 1 0,68 1 0,17
1 0,0313 1 0,43 1 0,11
0,5 1 0,04 1 0,5 1
0,25 1 0,05 1 0,63 1
0,125 1 0,01 1 0,13 1
0,0625 1 0,02 1 0,19 1
0,0313 1 0 1 0 1
MSO07
Proporgao esperada | Proporgao observada Normalizado
Fragmento | Fragmento | Fragmento | Fragmento | Fragmento | Fragmento
A (362) B (347) A (362) B (347) A (362) B (347)
1 1 1 3,19 1 1
1 0,5 1 0,82 1 0,26
1 0,25 1 0,38 1 0,12
1 0,125 1 0,18 1 0,06
1 0,0625 1 0,05 1 0,01
1 0,0313 1 0,03 1 0,01
0,5 1 0,09 1 0,5 1
0,25 1 0,01 1 0,06 1
0,125 1 0 1 0 1
0,0625 1 0 1 0 1
0,0313 1 0 1 0 1

*A normalizacao foi calculada usando como fator de corre¢cao as proporcoes de 1:1
para permitir a comparacao direta entre indices esperados e os valores observados.
Por exemplo, se a mistura de 1:1, o tamanho do pico correspondente ao fragmento
clonado no pGEM-T para um determinado locus foi duas vezes maior que 0 pico
correspondente ao fragmento clonado no pCR2.1-TOPO, multiplicou-se por 2 as
alturas dos picos obtidos no pCR2.1-TOPO em todas as diluicbes subsequente da
curva.

**Os valores sublinhados referem-se aos valores normalizados que correspondem
aos valores esperados, considerando um intervalo de + 30%
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Tabela 3: Valores das proporgoes de fluorescéncia observados e normalizados
para os seis marcadores deste estudo apresentando as médias de 2

experimentos para cada marcador (continuagao).

MSP-3a
Proporgao esperada | Proporcao observada Normalizado
Fragmento | Fragmento | Fragmento | Fragmento | Fragmento | Fragmento
A (640) B (692) A (640) B (692) A (640) B (692)
1 1 1 1,8 1 1
1 0,5 1 0,24 1 0,13
1 0,25 1 0,04 1 0,02
1 0,125 1 0,01 1 0,01
1 0,0625 1 0 1 0
1 0,0313 1 0 1 0
0,5 1 0,16 1 0,5 1
0,25 1 0 1 0 1
0,125 1 0 1 0 1
0,0625 1 0 1 0 1
0,0313 1 0 1 0 1
MSP1-B2
Proporgao esperada | Proporgao observada Normalizado
Fragmento | Fragmento | Fragmento | Fragmento | Fragmento | Fragmento
A (402) B (429) A (402) B (429) A (402) B (429)
1 1 1 0,91 1 1
1 0,5 1 0,58 1 0,63
1 0,25 1 0,32 1 0,35
1 0,125 1 0,14 1 0,15
1 0,0625 1 0,03 1 0,03
1 0,0313 1 0,02 1 0,02
0,5 1 0,59 1 0,50 1
0,25 1 0,36 1 0.3 1
0,125 1 0,16 1 0,13 1
0,0625 1 0 1 0 1
0,0313 1 0 1 0 1

*A normalizacao foi calculada usando como fator de corre¢cao as proporcoes de 1:1
para permitir a comparacao direta entre indices esperados e os valores observados.
Por exemplo, se a mistura de 1:1, o tamanho do pico correspondente ao fragmento
clonado no pGEM-T para um determinado locus foi duas vezes maior que o pico
correspondente ao fragmento clonado no pCR2.1-TOPO, multiplicou-se por 2 as
alturas dos picos obtidos no pCR2.1-TOPO em todas as diluigdes subsequente da
curva.
**Os valores sublinhados referem-se aos valores normalizados que correspondem
aos valores esperados, considerando um intervalo de + 30%
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Tabela 3: Valores das proporgoes de fluorescéncia observados e normalizados
para os seis marcadores deste estudo apresentando as médias de 2

experimentos para cada marcador (continuagao).

MSP1-B10
Proporgao esperada | Proporcao observada Normalizado
Fragmento | Fragmento | Fragmento | Fragmento | Fragmento | Fragmento
A (252) B (258) A (252) B (258) A (252) B (258)
1 1 1 1,27 1 1
1 0,5 1 0,63 1 0,5
1 0,25 1 0,36 1 0,28
1 0,125 1 0,2 1 0,16
1 0,0625 1 0,09 1 0,07
1 0,0313 1 0,08 1 0,06
0,5 1 0,53 1 0,5 1
0,25 1 0,29 1 0,27 1
0,125 1 0,07 1 0,07 1
0,0625 1 0,03 1 0,03 1
0,0313 1 0 1 0 1
MN21
Proporgao esperada | Proporgao observada Normalizado |
Fragmento | Fragmento | Fragmento | Fragmento | Fragmento | Fragmento
A (293) B (257) A (293) B (257) A (293) B (257)
1 1 1 1,74 1 1
1 0,5 1 1,32 1 0,76
1 0,25 1 0,42 1 0,24
1 0,125 1 0,23 1 0,13
1 0,0625 1 0,14 1 0,08
1 0,0313 1 0,07 1 0,04
0,5 1 0,21 1 0,5 1
0,25 1 0,11 1 0,26 1
0,125 1 0,04 1 0,1 1
0,0625 1 0 1 0 1
0,0313 1 0 1 0 1

*A normalizacao foi calculada usando como fator de corregao as proporgdes de 1:1
para permitir a comparacao direta entre indices esperados e os valores observados.
Por exemplo, se a mistura de 1:1, o tamanho do pico correspondente ao fragmento
clonado no pGEM-t para um determinado locus foi duas vezes maior que o pico
correspondente ao fragmento clonado no pCR2.1-TOPO, multiplicou-se por 2 as
alturas dos picos obtidos no pCR2.1-TOPO em todas as diluigdes subsequente da
curva.
**Os valores sublinhados referem-se aos valores normalizados que correspondem
aos valores esperados, considerando um intervalo de + 30%
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Figura 10. Determinacao da eficiéncia de detecgcao de ambos os alelos nas
misturas artificiais de clones para o marcador MSP-1B2. No eixo X, estdo
indicadas as propor¢gdes esperadas; no eixo Y, esta indicada a proporgao de
intensidade de fluorescéncia observada. As barras em cinza representam as
proporcdes observadas para o alelo A, e em preto, as proporgdes observadas para o
alelo B. (A) Grafico ndo normalizado; (B) Grafico normalizado.
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Figura 11. Determinacdo da eficiéncia de deteccdo de ambos os alelos nas
misturas artificiais de clones para o marcador MS06. No eixo X, esta indicada as
proporcdes esperadas; no eixo Y, esta indicada a proporgao da intensidade de
fluorescéncia observada. As barras em cinza representam as proporcoes
observadas para o alelo A, e em preto, as propor¢des observadas para o alelo B. (A)
Grafico ndo normalizado; (B) Grafico normalizado.
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Para todos os marcadores foi observado que as intensidades de fluorescéncia
determinadas pelas alturas dos picos nas misturas artificiais frequentemente nao
correspondiam as proporgdes esperadas. Considerando a possibilidade de erros na
determinacdo do numero de cépias plasmidiais e consequentemente nas misturas
artificiais, os resultados observados foram corrigidos a partir da normalizagao dos
dados usando como base as alturas observadas da propor¢éo 1:1 ou 1:0,5. Assim, a
proporcdo em que a intensidade de fluorescéncia estda aumentada quando se
utilizam os dois fragmentos em quantidades equivalentes foi usada para corrigir os
valores das intensidades observadas nas diluicbes subsequentes do alelo B (Tabela
3, Figura 10B e Figura 11B). Para normalizagdo dos valores quando o alelo A foi
diluido foi utilizada a proporcédo de 1:0,5 para normalizagcdo dos valores observados
nas diluicbes subsequentes. Apds a normalizagdo, diversos pontos das diluicdes
ficaram semelhantes as proporgcdes esperadas, como pode ser observado nos
valores sublinhados da tabela 3.

Diante da dificuldade de encontrar correspondéncia entre as proporgdes
esperadas e as alturas observadas dos picos nas misturas artificiais, podemos
sugerir que vieses de amplificacdo podem afetar as estimativas da abundancia de
cada alelo e consequentemente, influenciarem nos resultados referentes a

identificacdo de clones geneticamente distintos em uma infecgdo multipla.

5.2.1 Clonagem dos fragmentos referentes a um locus em um mesmo

plasmideo

Nas misturas artificiais a amplificacdo e detec¢cdo da genotipagem geralmente foi
mais eficiente para o alelo B quando o plasmideo utilizado foi o pCR2.1-TOPO.
Desta forma, para verificar se a amplificacdo preferencial do alelo B ocorria devido a
sua clonagem no plasmideo pCR2.1-TOPO, a clonagem do alelo B foi realizada no
pGEM-T. Este experimento foi realizado apenas com o marcador MS7 e os

resultados s&o provenientes de um unico experimento (Tabela 4).
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Tabela 4: Proporgcoes de fluorescéncia observadas e normalizadas para o

MS07, com ambos os fragmentos clonados no mesmo plasmideo (pGEM-T).

Proporgao esperada | Proporcao observada Normalizado
Fragmento | Fragmento | Fragmento | Fragmento | Fragmento | Fragmento
A (362) B (347) A (362) B (347) A (362) B (347)
1 1 1 5,15 1 1

1 0,5 1 2,21 1 042
1 0,25 1 1,16 1 0,22
1 0,125 1 0,58 1 0,11
1 0,0625 1 0,26 1 0,05
1 0,0313 1 0,12 1 0,02
0,5 1 0,05 1 0,5 1
0,25 1 0,03 1 0.3 1
0,125 1 0,02 1 0,2 1
0,0625 1 0 1 0 1
0,0313 1 0 1 0 1

**Os valores sublinhados referem-se aos valores normalizados que correspondem
aos valores esperados, considerando um intervalo de + 30%
Os valores n&do normalizados, semelhantemente aos experimentos utilizando

fragmentos clonados em diferentes plasmideos, ndo apresentaram correspondéncia
entre os valores observados e os esperados. A clonagem dos dois fragmentos em
plasmideos iguais continuou apresentando a amplificagdo preferencial do alelo B,
sugerindo que esta amplificagdo preferencial € independente do vetor utilizado na
clonagem. Para os resultados normalizados quando se utilizou o mesmo plasmideo,

ocorreu uma correspondéncia entre os valores esperados e 0s observados.

5.3 Deteccao dos alelos nas misturas artificiais considerando a proporgao de
13 e1/4

Os resultados de eletroforese capilar analisados no equipamento MegaBace
nos permitem avaliar as alturas dos picos e a determinar os tamanhos dos
fragmentos. Quando ha dois ou mais picos em uma mesma amostra esta podem ser
considerada uma infeccdo multipla, uma vez que o parasito € hapldide.

Na literatura sdo usados geralmente dois critérios para a deteccéo dos alelos

nao predominantes. O primeiro critério (critério 1 — 1/3) considera que o alelo de
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menor altura deve apresentar mais de um tergo da altura do alelo maior. O segundo
critério (critério 2 — 1/4) considera picos com mais de um quarto da altura do pico
maior.

Nos experimentos de misturas artificiais de fragmentos clonados, cada
fragmento possui um tamanho conhecido para todos os loci. Desta forma, todos os
picos referentes a estes tamanhos, quando detectados foram incluidos nas analises,
mesmo quando as alturas dos picos menores nao preencheram os critérios (1/3 e
1/4) sugeridos para a detecgéo do alelo menos abundante nas infecgbes multiplas.

A capacidade de deteccdo dos marcadores diminuiu rapidamente a medida
que as densidades clonais tornaram-se mais discrepantes. Para os marcadores
MSO07 e MSP-3a, quando se manteve o alelo A e diluiu-se o alelo B, o alelo raro ndo
foi detectado em nenhum ponto da diluicdo (Figura 12A). A diferenga entre os dois
critérios se tornou evidente apenas na diluicdo 1:0,25 para MSP-1B2 e MSP-1B10.
Considerando ambos os critérios, MS06 foi 0 marcador que detectou os alelos raros
no maior numero de diluigdes (até 1:0,125) De modo geral, quando se manteve o
alelo B e dilui-se o alelo A também foi observado uma diminuicdo na detec¢ao do
alelo raro a medida que as diferencas nas densidades clonais se tornaram maiores
(Figura 11B). A diferenca entre os critérios foi visivel também na diluigdo 1:0,25, na
qual os alelos MSP-1B2, MSP-1B10 e MN21 foram detectados considerando apenas

o critério 2 (Va).
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Figura 12. Eficiéncia de deteccao de multiplos clones por marcadores
moleculares considerando as propor¢coes 1/3 e 1/4 para os valores
normalizados. No eixo X, esta indicada as propor¢oes esperadas; no eixo Y, esta
indicada a proporg¢ao da intensidade de fluorescéncia observada. (A) Diluigdes em
que o alelo A permanece constante e a concentragdo do alelo B é alterada; (B)
diluicbes em que a concentracdo do alelo A é alterada e do alelo B permanece
constante.

A figura 12 mostra a eficiéncia de deteccdo de cada marcador molecular
considerando os critérios 1 (1/3) e 2 (1/4) para discriminagdo do alelos de menor
abundancia. Quando se considera uma propor¢cdo acima de um quarto nas

diferentes diluicdes realizadas, uma maior eficiéncia de detecgcao de infeccdes
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multiplas foi observada para o locus MS06 (64%), seguida por MSP-1B2 e MSP-
1B10 (45% para ambos). Ao considerar apenas o critério 1 (1/3), houve uma

reducdo na capacidade de deteccédo do alelo raro para os marcadores: MSP-1B10
(18%), MSP-1B2 (9%), MN21(9%) e MS06 (9%) (Figura 13).

0,70
0,60 - >0,25 >0,33
0,50 -
0,40 -
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Frequénciade detecg¢do do alelo raro

0,20 -

0,10

0,00 + - . ! ) i
MS06 MS07 MSP-3a MN21 MSP-1B2 MSP-1B10

Marcadores moleculares
Figura 13. Frequéncia de deteccao de alelos nas misturas artificiais pelos

marcadores moleculares utilizados neste estudo considerando as proporgoes
1/3 e Va para os valores normalizados.

Ao se analisar todos os loci em conjunto por diluicdo € possivel observar que
em proporgdes mais concentradas o conjunto de marcadores moleculares apresenta
maior eficiéncia de deteccdo das infecgoes multiplas (Figura 14). Quando a
concentracido do alelo A é reduzida, a frequéncia de detecc¢do do alelo raro € maior
do que quando se dilui o alelo B. Como demonstrado na figura 12, apenas na
diluicdo 1:0,25, independente do alelo que foi diluido, ha diferenga entre os critérios
1(1/3) e 2 (1/4) de detecgao dos alelos raros.

Ao analisarmos os resultados das misturas artificiais podemos inferir que o
microssatélite 6 e ambos dominios da MSP-1 foram os melhores marcadores para
deteccao de infeccdo multipla, pois detectaram a multiplicidade de infeccbes em

densidades clonais mais discrepantes (Figuras 12 e 13).
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Figura 14. Frequéncia de detec¢ao de alelos nas misturas artificiais por todos
os marcadores moleculares nas diversas diluigcbes, considerando as
proporcoes 1/3 e Vs para os valores normalizados. As primeiras cinco diluicbes
correspontem as misturas em que o alelo A permanece constante e a concentragao
do alelo B é alterada. As demais diluigdes correspondem as misturas em que a
concentracdo do alelo A ¢é alterada e do alelo B permanece constante.

5.4 Infecgao multipla artificial de isolados de P. vivax

Misturas de DNAs genbmicos a partir de dois isolados de P. vivax
geneticamente distintos foram realizadas para estimar precisamente a relagdo de
abundancia dos alelos em misturas com diferentes proporgdes desses DNAs.

Foram selecionadas duas amostras de pacientes infectados por P. vivax com
parasitemias e numero de leucdcitos similares para obtencdo de quantidades
semelhantes de DNA total na mistura final. Em seguida, para simular as infec¢des
mistas, foram realizadas misturas com concentragcées conhecidas destes DNAs. Foi
realizada a genotipagem dos marcadores MS06 e MSP-1B2, selecionados por
representarem dois perfis distintos, como apresentado na tabela 5. As curvas dos
demais marcadores (MS07, MSP-1B10 e MSP-3a) foram feitas utilizando apenas os
pontos de maior concentragdo da curva (ANEXO 4).

Nas varias misturas feitas para cada marcador, as propor¢cdes observadas

nao foram correspondentes as esperadas. Observou-se um perfil semelhante nas
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misturas artificiais de fragmentos clonados em plasmideos. Também foi observada a
titulacdo quando a concentragdao do alelo A foi mantido constante e o alelo B foi
diluido para ambos marcadores. Entretanto, quando a concentracéo do alelo B foi
mantida constante e o alelo A foi diluido, observou-se titulacdo apenas para MSP-
1B2.

A partir das analises dos resultados da tabela 5 é possivel inferir que mesmo
apos normalizagdo prévia (parasitemia e numero de leucdcitos similares), as alturas
observadas dos picos nas misturas artificiais ndo se assemelham as proporcoes
esperadas. Contudo, quando é feita a normalizacdo dos dados (se¢do 5.2), uma

maior correspondéncia entre os picos observados e esperados pode ser encontrada.
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Tabela 5: Mistura artificial de isolados de campo para dois marcadores moleculares.

Alelo tipo B: Alelo tipo A MS06 MSP1-B2
Proporgao esperada Proporgao observada Normalizado Proporgao observada Normalizado
Fragmento Fragmento | Fragmento | Fragmento | Fragmento | Fragmento | Fragmento | Fragmento | Fragmento
A Fragmento B A (247) B (210) A (247) B (210) A (429) B (433) A (429) B (433)
1 1 1 4,87 1 1 1 0,37 1 1
1 0,5 1 2,73 1 0,56 1 0,30 1 0,81
1 0,25 1 1,58 1 0,32 1 0,12 1 0,32
1 0,125 1 1,11 1 0,23 1 0,10 1 0,27
1 0,0625 1 0,51 1 0,1 1 0,04 1 0,11
1 0,0313 1 0,28 1 0,06 1 0,03 1 0,08
0,5 1 0,05 1 0,50 1 1,46 1 0,50 1
0,25 1 0,05 1 0,50 1 0,9 1 0,30 1
0,125 1 0,06 1 0,60 1 0,33 1 0,13 1
0,0625 1 0 1 0 1 0,2 1 0 1
0,0313 1 0 1 0 1 0,13 1 0 1

**Os valores sublinhados referem-se aos valores normalizados que correspondem aos valores esperados, considerando um intervalo de

+ 30%
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5.5 Genotipagem de Isolados de P.vivax

Amostras de DNA de 47 pacientes foram selecionadas para realizar a
deteccao de infeccdes multiplas em amostras de campo. O MS06 foi o marcador que
melhor detectou as infecgdes multiplas (30%), seguido dos marcadores MSO07
(23%), MSP-1B10 (23%) e MN21(21%) (Figura 15).

Quando utilizamos o critério 1 (1/3) para a detec¢cdo do alelo em menor
abundancia nas infeccbes multiplas, ha a possibilidade de perdas na deteccao
destas infeccdes. Como observado para as misturas artificiais, para o MS06, 11%
das infeccdes de multiplos clones deixam de ser detectadas. Ja para os marcadores
MS07 e MSP-3a a falha de deteccdo foi de 4%. Para a MSP-1B10 a falha de
detecgao foi de apenas 2%, enquanto para o MN21 e MSP-1B2 a restrigdo do
critério de detecgdo nao alterou a porcentagem de detecgdo das infecgbes multiplas
(Figura 15).

G235 - >0.25

>0,33

(=] [=]
= it & T &
- ) [ ] -

Frequéncia de detecciio do alelo raro

§

MS06 PASG7 M5 2-3¢e MN21 M5P-182 M5P-1B10

Marcadores moleculares

Figura 15. Frequéncia de infec¢oes multiplas detectadas por cada marcador
molecular considerando os diferentes critérios de detec¢ao para o alelo menos
abundante. No eixo X, esta indicado os marcadores moleculares; no eixo Y, esta
indicada a frequéncia de deteccao das infecgoes multiplas.

Vinte e duas amostras cuja multiplicidade de infeccdo ja havia sido
previamente identificada com pelo menos um marcador molecular (ANEXO 5), foram

selecionadas a fim de comparar a eficiéncia de cada um dos marcadores
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selecionados neste estudo na detecgao das infecgdes multiplas em amostras de
campo (Figura 17).

Dentre as 22 amostras selecionadas, 100% das infecgées multiplas foram
detectadas por pelo menos um marcador, 55% foram identificadas por 2 marcadores
e 23% por trés marcadores. Infecgdes multiplas de dez pacientes (45%) foram
detectadas apenas por um marcador (Figura 17). Considerando os seis marcadores
estudados, pode-se ressaltar a importancia dos marcadores MS06, MSP-1B10 e
MN21 por fornecerem um incremento na deteccao das infeccdes multiplas de 14%,
14% e 9%, respectivamente. Ja os demais marcadores tiveram um aumento de no
maximo 5% na deteccao deste tipo de infecgéo.

O microssatélite 6 e MSP-1B10 mostraram-se bons marcador na
genotipagem de isolados de P. vivax e sua eficiéncia de detecgdo foi
consideravelmente aumentada quando o critério menos restrito (critério 2) foi
considerado. Ja as proteinas de superficie do mesozoito, MSP-3a e o bloco 2 da
MSP-1, ndo foram apropriadas para a detecgdo das infecgdes multiplas e
apresentaram pouco ou henhum incremento quando analisadas sozinhas.

Um numero distinto de alelos foi identificado para cada um dos seis loci:
MSO06 (17 alelos), MS07 (19), MSP-3a (13), MSP-1B2 (12), MSP-1B10 (15) e MN21
(11). Assim, se considerarmos os loci mais polimorficos, MS06 e MS07, a detecgéo
de infecgbes multiplas foi de aproximadamente 70%. Acrescentando o terceiro locus
mais polimérfico (MSP-1B10) esta porcentagem sobe para 90%. E, finalmente
adicionando os loci MN21 e MSP-3a a porcentagem de detecgéo alcanga 100% das
infecgdes, indicando que cinco marcadores deste estudo foram suficientes para a

detecgdo de todas as infec¢des multiplas (Figura 16).
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Figura 16.Aumento na porcentagem de detecgao considerando diferentes
combinagoes dos marcadores avaliados neste estudo.
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Figura 17. ldentificagcdo das infecgcoes multiplas pelos seis marcadores
moleculares em amostras cuja multiplicidade de infecgdo ja foi previamente
identificada (realizada por dois estudos do nosso grupo de pesquisa). Cada
coluna se refere a uma amostra avaliada pelos seis marcadores. Em vermelho,
estdo destacadas as amostras cuja multiplicidade foi detectada por pelo menos dois
marcadores; em cinza foram destacadas as amostras cuja multiplicidade foi
detectada por apenas um marcador.
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6 DISCUSSAO

Os conhecimentos com relagdo a variabilidade genética, estrutura de
populacdo e evolugdo do P. vivax estdo atrasados em relagao ao P. falciparum,
devido a sua baixa viruléncia e a dificuldade de realizar cultivo in vitro continuo deste
parasito (LECLERC et al., 2004). As infec¢gdes causadas por P. vivax sao
frequentemente caracterizadas pela presenca de dois ou mais parasitos
geneticamente distintos em um mesmo individuo, caracterizando as infecgdes
multiplas. Estudos sobre taxas de infeccbes multiplas tém sido restritos
principalmente devido as limitagbes das ferramentas utilizadas para medir a
composi¢cao genética destas infecgcbes (AUBURN et al., 2012). Desta forma, este
estudo propds uma anadlise diferenciada destas infecgdes ao comparar a eficiéncia
de marcadores genéticos neutros e ndao neutros em detectar infecgbes multiplas
naturais e também artificiais com propor¢cées bem definidas de cada variante. Como
a mesma metodologia para amplificacdo e detecgdo dos fragmentos amplificados —
PCR e eletroforese capilar — foi utilizada para os diversos marcadores estudados, as
diferengcas observadas entre os marcadores ao longo do estudo refletiram,
principalmente, diferencas na amplificacdo pela Tag DNA polimerase e nivel de
variabilidade genética entre os loci.

No presente estudo, a partir dos experimentos de deteccdo de infecgdes
multiplas artificiais (fragmentos clonados e DNA gendmico) verificou-se que para os
MS e TR, alelos menores foram preferencialmente amplificados por PCR e
detectados por eletroforese capilar. Além disso, para ambos os blocos da MSP-1, as
quantidades de DNA utilizadas nas misturas foram similares as detectadas na
genotipagem. Ja para a MSP-3a nao foi detectada a amplificagdo preferencial do
alelo menor. Na deteccdo de infeccbes naturais de isolados de P. vivax da
populacdo da Amazénia Brasileira, ndo foi observada a preferéncia por alelos curtos
na deteccdo do alelo raro (dados ndo mostrados). Varios estudos na literatura
discutem a eficiéncia de amplificagdo diferencial de alelos em infec¢gdes multiplas.
Greenhouse e colaboradores (2007), ao genotipar diferentes loci de P. falciparum,
demostrou que alelos de tamanhos menores foram mais eficientemente detectados.
Ao contrario, Havryliuk e colaboradores (2008) ao usarem misturas de DNA

genbmico de pacientes infectados por P. vivax para simular infec¢des multiplas
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observaram uma dificuldade de amplificacdo de alelos menores nas misturas
desproporcionais. Estes autores sugerem que grandes alelos tendem a competir
com alelos menores por iniciadores e outros reagentes da PCR (HAVRYLIUK et al.,
2008). Em concordancia com os resultados do primeiro estudo, VARDO-ZALIK e
colaboradores (2009) mostraram uma baixa eficiéncia na amplificagdo dos alelos
maiores em misturas artificiais de multiplos clones para o Plasmodium mexicanum
infectando lagartos. Assim, baseado nos nossos resultados e dados da literatura
sugere-se que de fato para alguns marcadores ocorra uma preferéncia na
amplificacdo e/ou detecgao de alelos com diferentes tamanhos, mas o motivo desta
preferéncia ainda é desconhecido. Varios mecanismos hipotéticos podem explicar a
amplificagdo seletiva de alguns moldes de misturas de genes em produtos finais de
PCR. Uma possivel explicagao seria a composicdo de bases na sequencia de DNA,
uma vez que moléculas com altos conteudos de CG apresentam dificuldades em
dissociar em moléculas de fita simples e apresentam menor eficiéncia de hibridagcao
com iniciadores (SUZUKI et al., 1996; DABNEY et al., 2012). Amplificagdo por PCR
destas sequéncias ricas em GC e/ ou a longas sequéncias repetitivas é um desafio
por causa das estruturas resultantes da desnaturacao incompleta , recombinacédo e
auto ligagao de sequéncias alvo . Estas estruturas secundarias sao consideradas um
grande obstaculos para o bloqueio da DNA polimerase durante a fase de extenséao ,
levando a formacdo de produtos de extensdao incompleta e favorecendo
amplificacdo de produtos néo especificos (DABNEY et al., 2012;0PANA et al.,
2012). Além disso, instrumentos baseados em eletroforese capilar tendem a detectar
os fragmentos mais curtos mais rapidamente, ou seja, o pico mais alto sera exibido
para o microssatélite que contém o alelo com menor numero de repeti¢oes.

As analises de polimorfismo e diversidade da populagdo de P. vivax tem se
concentrado em moléculas dos parasitas que se encontram sob pressao seletiva do
sistema imune do hospedeiro, particularmente antigenos ortélogos aos de P.
falciparum, tais como a proteina de superficie de merozoito, proteina de superficie
de circunsporozoito, ou antigenos de ligagao aos eritrécitos (CUI et al., 2003a). No
entanto, alguns parametros populacionais sdo mais bem investigados utilizando
marcadores de DNA que séo neutros ou ndo estdo sob forte selecdo, como os loci
de microssatélites (LECLERC et al., 2004). Neste trabalho foram selecionados dois
microssatélites (MS), uma repeticdo em série (TR), os blocos 2 e 10 da MSP-1 e a

MSP-3a para avaliar a eficiéncia destes marcadores na deteccdo de infeccdes
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multiplas causadas por P. vivax. Os microssatélites sao amplamente utilizados para
estudar a diversidade genética dos parasitos da malaria, devido a sua abundancia,
alta taxa de mutagdo e provavel evolugéo neutra. Leclerc e colaboradores (2004)
encontraram uma baixa variabilidade nos microssatélites estudados. Enquanto que
Imwong e colaboradores (2006) apresentaram dados de variabilidade de MS
sugerindo que P. vivax possuia uma substancial diversidade alélica. A explicacao
dada por Imwong e colaboradores para a diferenga encontrada entre os estudos foi
que a variagao nos microssatélites € dependente do numero de repeti¢cdes, isto &, do
tamanho do arranjo. No primeiro estudo, os microssatélites analisados por Leclerc
apresentavam uma meédia de 5,5 unidades repetitivas, ou seja, arranjos muito
pequenos, se comparados aos arranjos do segundo estudo, que apresentavam uma
média de variagcdo de 16 repeticdes. Isso mostra que arranjos longos sdo mais
variaveis do que os curtos, pois, mutagdes se tornam exponencialmente mais
comuns com o aumento do arranjo. A partir de entdo, varios estudos populacionais
para P. vivax foram publicados utilizando microssatélites como marcadores
moleculares, mostrando as diferencas da diversidade destes marcadores no estudo
de diferentes popula¢des (FERREIRA et al. 2007; IMWONG et al., 2007; JOY et al.
2008; KARUNAWEERAE et al. 2008, REZENDE et al., 2010). Os loci de
microssatélites tém sido propostos como melhores indicadores de diversidade clonal
(VARDO e SCHALL, 2007).

Por outro lado, as proteinas de superficie do merozoito (MSPs) sao
amplamente utilizadas para os estudos de diversidade clonal de Plasmodium,
apesar de seu uso ser questionado devido a possibilidade da agcdo da pressao
seletiva exercida pelo sistema imune do hospedeiro (ANDERSON et al., 2000).
Varios estudos recentes tem mostrado a eficiéncia destes loci na deteccéo de alelos
nas infecgdes clonais. Por exemplo, a MSP-2 de P. falciparum foi utilizada em um
estudo de monitoramento de eficacia de antimalaricos com o objetivo de distinguir
entre recrudescimento e reinfeccdo (ROUSE et al., 2008). Outro estudo, utilizando a
MSP-2 para P. falciparum e MSP-1B2 e um MS para P. vivax comparou a taxa de
infeccao multipla entre individuos infectados por P. vivax e P. falciparum (KOEPFLI
et al 2011b). Recentemente, um estudo desenvolvido com o objetivo de avaliar a
influéncia da multiplicidade de infeccédo no risco de desenvolver episédios clinicos de
malaria por P. falciparum também utilizou a MSP-2 para caracterizagdo das

infeccbes nas amostras estudadas (MUELLER et al., 2012). Esses e varios outros
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estudos sugerem que a MSP-2 é um 6timo marcador para amplificacéo e deteccao
de isolados de P. falciparum. Assim, para o P. falciparum, os critérios de
genotipagem sdo bem definidos, por exemplo, a genotipagem de genes que
codificam as proteinas de superficie de merozoito (MSP-1 e MSP-2 ) € um método
padrdao para a avaliagdo da multiplicidade de infeccdo (ASSEFA et al.,, 2014).
Inclusive, o bloco 2 da MSP-1 e a MSP-2 correspondem a duas regides do genoma
do P. falciparum recomendadas nos protocolos de genotipagem pela Organizag&o
Mundial de Saude -OMS (JULIANO et al., 2010).

Existem poucos estudos sobre a dinamica das infecgdes multiplas e os
conhecimentos sao limitados devido as dificuldades para se estimar a taxa destas
infeccdes. Assim neste trabalho, variantes referentes a cada um dos loci estudados
de P. vivax foram clonadas em diferentes plasmideos e a eficiéncia de deteccido de
parasitos geneticamente distintos na mesma infecgao pelos marcadores moleculares
selecionados para o estudo foi comparada. A partir do produto clonado foram feitas
misturas artificiais considerando proporg¢des distintas e definidas entre as variantes
dos diferentes loci. Inicialmente, uma normalizacao foi feita a partir da dosagem do
DNA no espectrofotdmetro seguida pelo calculo do numero de copias do plasmideo
(PCN), que estima as quantidades de moléculas de plasmideo em cada mistura. No
entanto, erros relacionados a dosagem do DNA (por exemplo, a incapacidade de
diferenciar entre os acidos nucleicos, DNA e RNA, no espectrofotdmetro, uma vez
que ambos absorvem luz UV a 260 nm), que s&o inerentes ao processo de dosagem
no espectrofotdmetro, ndo puderam ser considerados na normalizagao inicial. Desta
forma, para uma analise mais fiel dos dados foi feita uma posterior normalizagédo que
foi calculada usando como fator de correcdo as proporgcdes de 1:1 para permitir a
comparacao direta entre indices esperados e os valores observados. E conhecido
que a detecgao de clones individuais é dificultada quando as suas densidades
variam em torno do limite de detecgdo (KROPFLI et al., 2011b). Com a utilizag&o
deste método foi possivel detectar a multiplicidade alélica até mesmo em baixas
densidades clonais. Isso mostra que a técnica utilizada para amplificagcao e detecgao
foi capaz de estimar os alelos minoritarios nas misturas. A multiplicidade de infecgao
em densidades clonais baixas foi detectada por quatro (MS06, blocos 2 e 10 das
MSP-1 e MN21) dos seis marcadores estudados. No entanto, observou-se que para
o MS06 as alturas dos picos nem sempre estimam de forma precisa a

predominancia clonal. Mas, de maneira interessante, os marcadores nos blocos 2 e
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10 das MSP-1 e MN21 conseguiram estimar de forma apurada as proporgdes entre
os clones nas infecgdes multiplas.

Quando se aplicam os critérios de detec¢cao na busca dos alelos menos
frequentes (1/3 e %) que sdo comumente usados em estudos populacionais (por
exemplo, ANDERSON et al. 1999, ANDERSON et al., 2000; FERREIRA et al. 2007;
VARDO e SCHALL, 2007; IMWONG et al.,, 2007; KARUNAWEERA et al., 2008,
HAVRYLIUK et al 2008), a eficiéncia destes marcadores diminui drasticamente a
medida que aumentam as discrepancias clonais. Uma conclusido similar feita por
Koepfli (2011) mostrou que em infecgdes multiplas, as variantes minoritarias que
constituem uma pequena percentagem do total da carga parasitaria podem né&o ser
detectadas, devido a auséncia de amplificacdo. Estes autores sugerem que devido a
competicao por iniciadores ou outros componentes da mistura da reacdo de PCR, os
clones mais abundantes s&o preferencialmente amplificados (KOEPFLI et al.,
2011b).

Nas misturas artificiais como o tamanho dos alelos era conhecido, eles foram
incluidos desconsiderando os critérios de restricdo do alelo raro. Contudo, a
aplicacao de critérios rigorosos pode diminuir a capacidade de detecgao de multiplos
alelos em infecgdes multiplas naturais. Por outro lado, a abrangéncia destes critérios
pode estar mais sujeita a detecgdo de artefatos que sdo comumente produzidos
durante a sintese de DNA pelo deslizamento da DNA polimerase no processo de
amplificacdo (HAVRYLIUK et al.,, 2008; HAVRYLIUK, FERREIRA, 2009). Assim,
para as infecgdes multiplas naturais, os alelos frequentemente nao detectados
podem corresponder a clones de menor densidade (GREEENHOUSE et al. 2006).

De modo geral, os resultados deste estudo mostraram uma maior
amplificacdo das variantes B clonadas no plasmideo pCR2.1-TOPO. Desta forma,
para verificar se a amplificagdo preferencial era dependente do plasmideo usado na
clonagem e ndo do alelo em si, a clonagem do alelo B foi realizada no pGEM-T.
Apesar da realizacdo de um unico experimento, os resultados mostram que o alelo B
continuou sendo preferencialmente amplificado, independentemente do plasmideo
em que estava clonado. Estes dados sugerem que essa amplificagao preferencial é
inerente a variante e pode ser dependente da sua sequéncia, como por exemplo,
determinada pela presenga de mutagbes na regido de ligagdo dos iniciadores
dificultando a amplificagao de alguns alelos (HAVRYLIUK et al., 2008).
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Em resumo, a partir dos resultados obtidos nessa primeira parte do estudo,
em que dois fragmentos foram clonados para cada marcador estudado e a eficiéncia
de amplificacdo e deteccdo desses marcadores em misturas simulando infecgoes
multiplas foi comparado, sugere-se que os marcadores estudados foram capazes de
detectar tanto fragmentos menores, quanto maiores, mas alguns marcadores nao
estimaram as proporgdes corretas dos fragmentos nas misturas artificiais. Além
disso, alguns fragmentos parecem ser amplificados preferencialmente,
independentes do seu tamanho. Da primeira parte do trabalho, também se pode
inferir que o MS06 e os blocos 2 e 10 da MSP-1 foram os melhores marcadores
para deteccao de infecgao multipla, pois detectaram a multiplicidade de infecgédo em
densidades clonais mais discrepantes.

Na segunda etapa deste estudo foram feitas misturas de DNAs gendmicos a
partir de duas amostras de pacientes diferentes. Um estudo com uma abordagem
semelhante foi realizado por Havryliuk e colaboradores (2008) utilizando misturas de
DNA gendmico de dois isolados de P. vivax para investigar a diversidade clonal a
partir da genotipagem de 12 microssatélites. No entanto, as misturas foram
realizadas sem nenhuma quantificagcao prévia do DNA a ser adicionada as misturas,
por exemplo, em relagdo a parasitemia das amostras, ndo possuindo, portanto, o
conhecimento prévio de qual alelo seria predominante nas misturas de proporgao
1:1. No presente estudo, foi realizada uma normalizacdo inicial por meio de
dosagens dos DNAs antes das misturas e selecao de amostras com semelhantes
parasitemias e numero de leucdcitos. Essa normalizacdo em relagao ao numero de
parasitos e leucécitos € importante, pois possibilita a mistura de amostras com
quantidades similares do DNA do parasito. Mesmo apds essa normalizacao prévia,
observou-se proporcdes muitos diferentes entre as proporcdes esperadas 1:1 e os
resultados observados, variando de 1:0,37 para o bloco 2 da MSP-1 até 1:4,47 para
o marcador MS06. Portanto, a auséncia de equivaléncia de deteccao entre as
variantes pode indicar que vieses de amplificacdo devem estar interferindo na
titulagcdo do resultado final. Para corrigir estas diferengas na amplificagdo, os dados
de fluorescéncia foram normalizados apdés amplificagdo e detecgao dos fragmentos
amplificados. Apos normalizagao, foi observada uma alta correspondéncia entre os
valores observados e os esperados. De maneira geral, tanto para as misturas
artificiais de fragmentos clonados quanto para as misturas de DNAs gendmicos o

mesmo perfil de amplificacdo e deteccao preferencial de alelos de menor tamanho
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foi observado para os MS e TR. Além disso, a titulacdo das misturas foi observada
para os dois blocos da MSP-1. Para MSP-3a, ndo houve amplificacdo preferencial
do alelo menor ou titulagdo das misturas. Portanto, a concordancia observada entre
os experimentos reforca nossas conclusdes da primeira parte do trabalho de que o
MS06 e os blocos 2 e 10 da MSP-1 sdao os marcadores mais indicados para

deteccéao de infecgdes multiplas.

Para o locus MN21 ndo foi possivel realizar os experimentos de misturas
artificiais de DNA gendmico, porque n&o foram identificadas, entre os DNAs que
apresentavam parasitemia e numero de leucdcitos similares, amostras que
diferissem entre si nesse locus. Esse resultado indica que, se presente, as diferentes
cepas que infectavam os pacientes selecionados possivelmente apresentavam o
mesmo alelo para o locus MN21. Ocorréncias como esta podem subestimar as
infeccbes multiplas, diante da variabilidade genética limitada de certos loci nas
populagdes naturais do parasito (KOEPFLI et al.,, 2009; SCHALL e DENIS, 2012).
Embora ndo tenha sido observada variabilidade genética no locus MN21 entre as
amostras disponiveis para as misturas de DNA gendmico, um estudo realizado pelo
nosso grupo de pesquisa, utilizando amostras de diferentes regides do Brasil,
mostrou uma alta variabilidade dentro das populagdes do parasito, com elevados
valores de heterozigosidade esperada virtual (Hg) - probabilidade de que dois alelos
escolhidos aleatoriamente sejam diferente um do outro - para esse locus, que variou
entre 0,56 a 0,84 + 0,111 (REZENDE et al., 2010).

Alguns estudos tém demonstrado que a caracterizagdo da infecgdo por
Plasmodium depende da acuracia do método de genotipagem, do tipo de marcador
molecular e do numero de loci analisados (GREENHOUSE et al. 2006; HAVRYLIUK
et al. 2008). Neste estudo foi utilizada a técnica de genotipagem por eletroforese
capilar, indicada por ser um método altamente adequado para genotipagem de P.
vivax (KOEPFLI et al., 2011 a e b) se comparado a outras técnicas como a Reagéao
em Cadeia da Polimerase — Polimorfismos por restricao de fragmentos (PCR- RFLP)
que € uma técnica confiavel e barata, mas trabalhosa e demorada (KOEPFLI et al.,
2009). Além disso, por ser uma técnica de baixa resolugdo, a PCR-RFLP parece
nao ser eficiente para detectar infecgdes multiplas (KOEPFLI et al., 2009; RIBEIRO
et al., 2011). Ja o sequenciamento de Sanger, apesar de apresentar uma resolugao

muito maior que as duas técnicas anteriores, ndo € apropriado para infecgoes
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multiplas (KOEPFLI et al., 2009). Para P. falciparum, a utilizacdo de novas
tecnologias de sequenciamento para fazer genotipagem de variantes esta mais bem
estabelecida. Como exemplo, a técnica de pirosequenciamento mostrou-se eficiente
na quantificacdo de diferentes variantes em infecgbes multiplas (JULIANO et al.,
2010). O sequenciamento de nova geragdo também tem mostrado alta resolugéo
para determinacao destas infecgbes, desempenhando um papel importante em
estudos de eficacia de drogas, diversidade populacional de parasitas (AUBURN et
al.,, 2012; ASSEFA et al., 2014), dindmica de infeccado, intensidade de transmissao
ou patogenia (ASSEFA et al., 2014). Embora aplicaveis estas novas tecnologias
podem nao ser viaveis pelo elevado custo e falta de recursos humanos para as
analises de resultados. Desta forma, pode se inferir que a genotipagem por
eletroforese capilar € um método mais adequado e apropriado para a caracterizagao
molecular de Plasmodium.

Dois grupos de marcadores moleculares, neutros e n&o neutros, sao
comumente usados para analisar populagdes naturais de P.vivax. Para este estudo,
foram selecionados seis marcadores moleculares para aumentar a possibilidade de
deteccgao de diferentes variantes do parasito presente em uma infecgdo num mesmo
individuo. Tornou-se cada vez mais importante a definicdo de um numero minimo de
marcadores moleculares para determinagdo das infecgbes multiplas ja que no
estudo anterior (HAVRYLIUK; FERREIRA, 2009) foi mostrado que um numero
minimo de onze microssatélites foi capaz de identificar cem por cento das infeccdes
multiplas. Em um estudo mais recente a quantidade sugerida foi de 4 marcadores
para deteccdo de todas as infecgdes, dentre os quais dois foram incluidos nesse
estudo (DE ARAUJO et al., 2012).

Apods a analise da performance dos seis marcadores nas misturas artificiais, a
eficiéncia de deteccdo de infecgdes multiplas para os mesmos marcadores foi
avaliada em amostras de campo, isto €, em amostras provenientes de individuos
infectados por P. vivax de diferentes areas endémicas para malaria no Brasil. Para
isso, foram realizadas as genotipagens dos seis loci de 47 amostras de pacientes. O
MS06 mostrou maior capacidade de detecgcdo das infecgdes, principalmente
considerando o critério 2 (1/4) enquanto que a MSP-1B2 foi pouco eficiente em
detectar estas infec¢gdes. Mostrando, mais uma vez, que critérios rigorosos podem
diminuir a detecgao de infeccbes multiplas. Mas, neste caso como o numero de

variantes é desconhecido e devido a possibilidade de ocorréncia de artefatos na
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PCR ou no instrumento de capilaridade, a aplicagcdo de um critério mais rigoroso
para deteccdo do alelo menos abundante pode evitar uma superestimativa do
numero de alelos nas infecgdes. Desta forma, deve-se ter cautela na identificagdo do
alelo raro, pois a formacao de artefatos € comum principalmente na amplificagao de
microssatélites (VARDO-ZALIK et al., 2009).

Ao selecionar amostras cuja multiplicidade de infeccdo ja havia sido
previamente identificada por algum marcador molecular, cinco marcadores
moleculares foram suficientes para detectar todas as infecgdes multiplas. Cerca de
45% das infecgbes multiplas foram detectadas por apenas um dos marcadores. Os
marcadores MS06 e MSP-1B10 juntos detectaram mais de 70% das infecgbes.
Estes dados sugerem que os marcadores selecionados sao polimorficos e
apropriados para determinacao das infecgdes multiplas.

Considerando o critério 2 (1/4) de seleg¢ao do alelo menos abundante, o MS06
apresentou um aumento de 11% na detecgdo de infecgdes multiplas para os
isolados de campo e 9% para as infecgdes multiplas artificiais de clones. A partir dos
nossos dados, sugere-se que o critério 2 seja 0 mais adequado para caracterizagao
de infecgbes multiplas em amostras clinicas. Entre os métodos utilizados (infec¢des
multiplas artificiais e genotipagem de isolados de campo), o marcador MS06
apresentou como o melhor marcador na detecgéo das infecgdes multiplas.

A proteina de superficie do merozoito (MSP-3a) foi imprecisa para determinar
infecgcdes multiplas, tanto nas infecgdes artificiais quanto nas analises de isolados de
campo. Estes resultados podem ser explicados, pelo menos em parte, pela baixa
diversidade genética atribuida a esse locus por um estudo anterior com amostras do
Brasil. A diversidade genética foi medida com base na hererogozidade virtual
esperada (Hg), que variou entre 0,21-0,34 nas populagdes do parasito de diferentes
regidbes do pais (RIBEIRO et al., 2011). No presente estudo apenas 18% de
infeccbes multiplas foram detectadas pela MSP-3a em amostras cuja multiplicidade
ja havia sido previamente identificada por outros marcadores. Diversos estudos
foram realizados avaliando a variabilidade de MSP-3a em estudos populacionais
utilizando isolados de diversas origens geograficas. Um estudo de diversidade
alélica de P. vivax realizado por Bruce e colaboradores (1999) na Papua Nova Guiné
detectou 23% de infecgbes multiplas (BRUCE et al., 1999). Em outro estudo
realizado por Cui e colaboradores (2003) na Tailandia, em uma éarea de baixa

transmissao, observou 19% dos pacientes com infecgbes multiplas (CUI et al.
73



Discussao

2003b). Veron em 2009 realizou em estudo na Guiana Francesa e detectou uma
taxa de 13,8% de infec¢des mistas (VERON et al. 2009). De maneira geral, todos
esses estudos encontraram taxas reduzidas de infeccdo multipla. Contudo, com
base apenas nos dados disponiveis ndo é possivel concluir que estas taxas foram
subestimadas devido ao marcador utilizado e/ou o método de genotipagem
empregado. A partir dos resultados obtidos no presente estudo, ndo se indica o
locus MSP-3a em estudos que visam determinar o nivel de infecgdo multipla.

O bloco 2 da MSP-1 apresentou-se como excelente marcador molecular nas
infecgcdes multiplas artificiais, mas baixa eficiéncia de deteccdo do alelo raro nas
infeccoes de amostras de campo. A menor eficiéncia deste marcador para as
amostras clinicas ndo condiz com o0 esperado, uma vez que o valor de
heterogozidade virtual esperada (Hg) para este marcador para as mesmas regides
estudadas foi elevado (0,813) (DE ARAUJO et al., 2012). Com os dados disponiveis
até o momento, ndo € possivel propor uma explicagao plausivel para o desempenho
observado deste marcador na deteccdo de infecgcbes multiplas nas amostras de
campo. Assim, estudos adicionais serao necessarios para esclarecer esta questao.

Bons marcadores moleculares sao essenciais para uma melhor compreensao
da epidemiologia molecular de P. vivax. Para cumprir o objetivo de selecionar
marcadores moleculares que sejam mais adequados para a determinagdo das
infeccbes multiplas, este estudo propés trés abordagens metodoldgicas, incluindo
misturas artificiais e genotipagens de isolados de campo. Assim, estamos propondo
um painel de marcadores considerando aqueles capazes de amplificar e detectar
alelos raros nas infecgdes artificiais, de medir corretamente as proporcdes definidas
nas misturas, além se serem capazes de detectar maior niumero de infeccdes
multiplas em amostras de isolados de campo. Este painel é formado por 5
marcadores, sendo 3 neutros (MS06, MS07 e MN21) e dois nao neutro (MSP-3a e
MSP-1B10) e deve ser utilizado com critérios menos rigidos para detecgdo dos

alelos raros, como o de 4 da altura do pico predominante.

74



Conclusao

7 CONCLUSAO

Com este estudo foi possivel concluir que:

v' Amplificagdo preferencial de uma das variantes foi observada, geralmente
para as variantes B e parece nao ser dependente do plasmideo no qual a
variante foi clonada. Essa amplificagcao preferencial ocorre de maneira mais
intensa para os microssatélites.

v' Na maioria das vezes as proporcdes observadas foram diferentes das
esperadas e apos a normalizagdo (baseada na proporgdo 1:1) a diferenga
diminuiu, principalmente para os blocos 2 e 10 da MSP-1 e MN21.

v As titulagdes das variantes puderam ser observadas quando se diluiu o alelo
preferencial para todos os marcadores, mas quando se diluiu o alelo nao
preferencial a titulacido s6 foi observada para os blocos 2 e 10 da MSP-1 e
para MN21.

v' Além disso, ao se aplicar os critérios de restricdo para detecgédo do alelo de
menor abundancia (1/3 e %2) houve perda na detecgdo de alelos raros. Um
incremento de 9 a 18% na capacidade de deteccdo dos alelos raros foi
observado quando se considerou o critério mais flexivel (2). Assim, para todas
as abordagens observa-se que ao restringir os critérios de detecgao do alelo
raro, diminui a eficiéncia de detecgao deste alelo nas infecgdes multiplas.

v" Quando se investiga em conjunto todos os loci para cada diluigdo é possivel
observar que em propor¢cdes em que os dois alelos estdo em concentracdes
mais similares os marcadores moleculares apresentam maior eficiéncia de
deteccdo das infecgbes multiplas, ou seja quando o alelo raro é 10 vezes
menos concentrado que o alelo predominante ele é dificiimente detectado .

v" Resultados similares foram obtidos com ou sem a clonagem dos fragmentos.
Nas misturas artificiais de DNA gendmico também se observam que para a
maioria dos marcadores ocorreu amplificacdo e detecgdo nos pontos de maior
concentragéo das curvas.

v Nas genotipagens de todas as amostras dos isolados de P. vivax dois
marcadores nao foram eficientes na deteccdo do alelo raro nas infeccbes

multiplas. Considerando as 22 amostras cuja multiplicidade de infecgéo ja foi
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previamente identificada, cinco marcadores foram necessarios para detecgao
de 100% das infecgdes multiplas (MS06, MS07, MSP-3a, MSP-1B10 e
MN21).

v' Assim, estamos propondo a utilizagdo de um painel de 5 marcadores
moleculares neutros e nao neutros para a deteccao de infecgdes multiplo-
clone, considerando critério de >4 da altura do pico predominante para

identificagdo do alelo raro.
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8 Anexos
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8.1 Anexo 1. Proporcdes observadas nas misturas artificiais de ambos os
alelos para todos os marcadores deste estudo. No eixo X, esta indicada as
proporcdes esperadas; no eixo Y, esta indicada a proporcao de intensidade de
fluorescéncia observada. As barras em cinza representam as proporcoes

observadas para o alelo A, e em preto, as proporgdes observadas para o alelo B.
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8.2 Anexo 2. Propor¢ées normalizadas nas misturas artificiais de ambos os
alelos para todos marcadores moleculares. No eixo X, esta indicada as
proporgdes esperadas; no eixo Y, esta indicada a propor¢ao de intensidade de
fluorescéncia observada. As barras em cinza representam as proporgoes

observadas para o alelo A, e em preto, as propor¢gdes observadas para o alelo B.
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8.3 Anexo 3. Proporgoes das misturas artificiais de pacientes para os marcadores moleculares MS06 e MSP-1B2. As barras

em cinza representam as propor¢des observadas para o alelo A, e em preto, as propor¢des observadas para o alelo B. Os graficos

nao normalizados estdo representados em A e C e os normalizados em B e D.
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8.4 Anexo 4. Proporgdoes das misturas artificiais de pacientes para os marcadores moleculares (MS07, MSP-3a e MSP-
1B10) As barras em cinza representam as proporgdes observadas para o alelo A, e em preto, as proporgdes observadas para o
alelo B. (A) representa os graficos ndo normalizados e (B) normalizados. Foram utilizados as dilui¢ées de 1:1, 1:0,5, 1:0,25, 0,5:1
e 0,25:1.
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Paciente| MS6 MSP1B10 MN21 MSP3alfa

PA 17

AM21 352/355

AM 13

MT

136
MT1340 669
MT1195 246 640

PA 14 258 692

AM22 258 290 641
MT1216 226/258 254 694
MT1201 209 226 629
MT1169 209 358 693

AP 16 | 141/273 355 250 290 650

AM14 | 243/257 355 208 280 692
MT1138 | 141/209 358 256 256 600/610/671

Mt101 209 350/375/399 226 254 650

PA15 248 361 208/244 270 650
MT1132 209 352/370 246/291 254 692
MT1135 209 361/364 |224/244/291 268 629
MT1127 | 209/305 352 245 225/256/275 669

AP 17 | 274/306 355 224 255/292 651
MT1336 209 349 252/273 255 601/627

MSP1B2

Deteccao original da infecgéo mltipla’

402
294/460
399
402/429

414
402
400
428
123/414
123/460
460
185/428
402
416
429
402
429
412
669

428
123/413

MS4, MS1

MS2

MS4, MS11, MS9, MS10, MS2, MS3
MS4, MS11

MS1, MS4,MS5, MS11
MS1,MS4, MS4
MS1,MS2, MS4, MS5, MS6, MS8, MS11
MS4, MS11

MN23

MS1, MS2, MS8, MS11
MS1, MS2,MS8, MS11
MS1, MS8, MS11

MS1, MS11

MS4

MS11

MN23

MS1

MS4,MS5

MS11,MS8

MS4, MS9

MS11, MS1

MS1,MS5

8.5 Anexo 5. Identificagao das infecgdes multiplas pelos seis marcadores moleculares deste estudo em amostra cuja de
infecgcao ja foi previamente identificada. Em vermelho mostra quando a multiplicidade foi detectada por pelo menos 2
marcadores em nosso estudo. Em cinza, quando foi detectado por somente um marcador. A ultima coluna indica por quais
marcadores as infec¢gdes foram previamente identificadas. As infecgbes multiplas ndo consideradas neste quadro (escrita
vermelha), ndo passaram pelos critérios de corte de Va. 1- Deteccao previa realizada por (REZENDE, 2009; DE ARAUJO, 2012).
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