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1.1. CONSIDERAGOES GERAIS

A malaria € uma doenca infecciosa, ndo contagiosa, de evolugao
crbnica, com manifestacbes episddicas de carater agudo, determinada por
protozoarios esporozoarios do género Plasmodium (Pessoa & Martins, 1988;
Rey, 2001a; Veronesi & Focaccia, 1997; Hommel & Gilles 1998).

E também conhecida como paludismo, impaludismo, febre palustre,
febre intermitente ou, de acordo com suas formas clinicas, por febre terca
benigna, febre tercd maligna e febre quartd. Recebe no Brasil outros nomes
populares, como: maleita, sezdo, tremedeira, batedeira, ou simplesmente,
febre. Continua sendo uma das mais importantes doencas parasitarias, se bem
que as medidas de controle e os medicamentos ja Ihe tenham retirado parte
daquele carater de flagelo da humanidade, que antes |Ihe era atribuida (Pessoa
& Martins, 1988; FUNASA, 2001c; Rey, 2001b).

1. 2. NOGOES SOBRE O VETOR, AGENTE ETIOLOGICO E CICLO
EVOLUTIVO DA MALARIA

Todos os transmissores de malaria dos mamiferos sdo insetos da ordem
Diptera, da familia Culidae e do género Anopheles. Esse género compreende
cerca de 400 espécies, das quais apenas 60 sido transmissores naturais e 30
sdo de maior importancia epidemioldgica (Bruce Chwatt, 1985). Na regido
Neotropical existem varias espécies que sao vetores primarios de plasmaodios
humanos, entre eles podemos citar: Anopheles darlingi, A. deaneorum, A.
albitarsis, A. truneztovari. O A. darlingi € o de maior importancia epidemiolégica
pela sua grande distribui¢do no territério nacional, atingindo todo o interior do

pais, pelo alto grau de antropofolia e endofagia (Rey, 2001d).

Classificagao taxdnomica do agente etiolégico da malaria humana (Cox,
1998; Hommel & Gilles, 1998).

Subreino: Protozoa

Filo: Apicomplexa

Classe: Haematozoea

Subclasse: Sporozoea
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Subclasse: Coccidia

Ordem: Eucoccidiida

Familia: Plasmodiidae

Subordem: Haemosporina

Género: Plasmodium

Espécies: vivax, falciparum, ovale, malariae

1)

2)

3)

4)

Plasmodium vivax: agente da febre ter¢cad benigna, com ciclo febril
que retorna a cada 48 horas;

Plasmodium falciparum: produz a febre ter¢gd maligna, com quadros
clinicos em que os acessos febris repetem-se ciclicamente com
intervalos de 36 a 48 horas. E responsavel pela maioria dos casos
fatais;

Plasmodium ovale: com distribuicao limitada ao Continente Africano e
responsavel por outra forma de febre ter¢a benigna, com ciclo de 48
horas;

Plasmodium malariae: causa da febre quarta, que se caracteriza pela

ocorréncia de acessos febris a cada 72 horas.

O P. falciparum, comparado com as outras espécies, € mais virulento,

causando maior morbidade e mortalidade (Gupta, et al., 1994; Veronesi &

Focaccia, 1997). Essa espécie, apresenta-se como um grave problema

terapéutico, devido a crescente resisténcia a cloroquina e outras drogas
(Onori, 1984; Hommel & Gilles, 1998; Newton & White, 1999).

Os parasitas da malaria infectam alternadamente um hospedeiro

vertebrado e um invertebrado. O género Plasmodium foi definido, baseando-

se no ciclo de vida do parasita, com as seguintes fases de desenvolvimento:

. Fase sexuada: também conhecida por fertilizagdo, ocorre no

estdmago do Anopheles;
Primeira fase assexuada: ocorre no epitélio do estdmago e corpo do

mosquito/vetor, chamada de esporogonia;
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3. Segunda fase assexuada: acontece no hospedeiro vertebrado,
especificamente nas células parenquimatosas do figado, conhecida
por esquizogonia exoeritrocitica;

4. Terceira fase assexuada: desenvolve-se no sangue do hospedeiro
vertebrado  (parasitas  intraglobulares), apresentando uma
esquizogonia eritrocitica, que se repete muitas vezes.

O ciclo inicia quando a fémea Anopheles se alimenta com sangue
infectado contendo gametécitos. Os macros e micros gametdcitos livres
iniciam o processo de fertilizagdo, produzindo um zigoto, que vai se
desenvolver em uma forma invasiva, o oocineto, que caminha para a parede
do estdbmago se transformando num oocisto. Com o inicio da fase de
esporogonia, esse oocisto cresce e se divide, produzindo milhares de
esporozoitas, que migram pelo corpo e invadem as glandulas salivares
(Pessoa & Martins, 1988; Veronesi & Focaccia, 1997; Hommel & Gilles,
1998).

A fase no hospedeiro vertebrado ocorre quando a fémea ao se
realimentar, inoculara os esporozoitas na corrente sanguinea e esses
rapidamente invadirdo os hepatdcitos, transformando-se em trofozoitas
hepaticos, que amadurecem e sofrem varias divisdes, produzindo milhares de
merozoitas. Os hepatocitos se rompem liberando o0s merozoitas na
circulagéo, iniciando o ciclo eritrocitico. No caso do P. vivax e P. ovale, alguns
esporozoitas podem originar os hipnozoitas, que sao células latentes nos
hepatécitos e que podem se desenvolver meses ou anos mais tarde,
causando as conhecidas recidivas da doenga. No ciclo eritrocitico, ocorre
nova divisdo assexuada, 0s merozoitos recém-invasores do sangue
desenvolvem-se em trofozoitas, que amadurecem, se dividem varias vezes,
formando esquizontes. Os esquizontes maduros levam a ruptura da hemacia
que libera numero de merozoitas capazes de reinfectar novas hemacias,
Apds um periodo de replicagdo assexuada, alguns merozoitas se diferenciam
em gametocitos machos e fémeas (macro e microgametdcitos), que
amadurecem sem divisdo celular e se tornam infectantes aos mosquitos
(Pessoa & Martins, 1988; Veronesi & Focaccia, 1997; Hommel & Gilles,
1998).
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1. 3. HISTORICO

Tendo sido relatada desde a mais remota antiguidade, a malaria é
atualmente uma das principais endemias conhecida pelo homem.
Possivelmente seja mais antiga que a humanidade, visto que esses parasitos
foram encontrados em répteis do periodo Permiano e Tridassico. No Egito
mumias com mais de 3 mil anos de idade apresentavam esplenomegalia e
varios faraés morreram da “Febre do Nilo”. Pessoas como Cledpatra e o
Imperador Alexandre “o Grande” contrairam essa doenga, levando-o a ébito
(Pessoa & Martins, 1988; Deane, 1992; Boulos, 1998; Rey, 2001c).

Em varias outras partes do mundo como a China no ano de 2700 a.C. e
a india entre 1500 a 800 a.C., j4 se mencionavam febres intermitentes terca e
quartd com esplenomegalia. Na Grécia os relatos apontam a malaria como
conhecida desde 1000 anos antes de Cristo, onde foi bem caracterizada pelos
médicos gregos que descreveram os tipos febris: cotidiano, ter¢a e quarta. Nos
anos entre 314 a 370 a.C. Hipdcrates foi o primeiro a associar a
esplenomegalia e hepatomegalia com a doenca e a relacionar a cura do doente
com a diminuigdo do bacgo e figado. Ele observou também a coloragao escura
das visceras, que 22 séculos depois levou Meckel em 1874 a demonstrar ser
devido a um pigmento. Virchow em 1874 demonstrou ser intracelular e Laveran
(1880) descobriu os plasmddios, onde recebeu o Prémio Nobel (Pessoa &
Martins, 1988; Deane, 1992).

Por sua vez o médico italiano Giovanni Maria Lancisi em 1717 sugeriu
que a transmissao das febres intermitentes se dava por mosquitos ligados aos
pantanos. Muitos outros pesquisadores como Alphonse Laveran (1884), Robert
Koch (1892) e Patrick Manson (1894) aceitaram a idéia baseados no fato de
gue no sangue retirado de um doente, sé depois de algum tempo, aparecem os
“flagelos”, que nunca se encontram na circulagéo sanguinea (Deane, 1992).

Ronald Golgi e colaboradores, em 1885 descreverem o ciclo assexuado
do parasita e correlacionaram as varias formas, que aparecem no sangue, com
os tipos clinicos da malaria. O ciclo esporogénico foi demonstrado por Manson
em 1894. Esse mesmo pesquisador em 1898 observou os primeiros estagios
de desenvolvimento dos parasitas da malaria humana em mosquitos, porém

n&do descreveu o ciclo completo. Os italianos, Grassi, Bastianelli e Bignami em
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1899 descreveram, pela primeira vez, o desenvolvimento completo das trés
espécies de parasita da malaria nos anofelinos. Entre 1898 e 1899
conseguiram o ciclo sexuado das trés formas de malaria. A descoberta dos
transmissores da malaria levou imediatamente a tentativas de seu controle
(Pessoa & Martins, 1988; Deane, 1992).

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

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

1. 4. SITUAGAO EPIDEMIOLOGICA DA MALARIA NO MUNDO E NO
BRASIL

A malaria € uma doenga universal de grande relevancia para a saude
publica em varios paises tropicais, associada ao subdesenvolvimento e a
pobreza, que afeta e mata predominantemente uma populacdo de miseraveis
com pouca ou nenhuma expressdo econdmica social e politica. Durante
séculos foi considerada a mais grave das doengas parasitarias humanas e
atualmente essa endemia continua sendo um dos mais importantes problemas
para as comunidades e um perigo para os viajantes (Pessoa & Martins, 1988;
Rey, 2001c; Veronesi & Focaccia, 1997)

Segundo dados da Organizagao Mundial de Saude (OMS), cerca de 2,4
bilhbes de pessoas, equivalente a 40% da populagdo mundial, vivem em areas
onde ha risco de transmissdo da malaria, abrangendo 90 paises. A prevaléncia
mundial esta estimada em 300 a 500 milhdes de casos clinicos por ano, sendo
que mais de 90% destes ocorrem na Africa Tropical, regido situada ao sul do
Deserto do Saara (Bremen, 2001; WHO, 2001).

Do total de numero de casos registrados anualmente pela OMS

(excluindo a Africa) mais de 2/3 estdo concentrados em apenas 6 paises: india,



Desenvolvimento de Novos Métodos... Revisao Bibliografica

Brasil, Siri Lanka, Alfeganistdo, Vietnd e Colémbia. Em cada um destes paises
a malaria estd concentrada em determinadas areas (Figura 1) (WHO, 1994;
WHO, 1996).

A incidéncia da malaria predomina nos paises tropicais da Africa, Asia,
América Latina e Caribe, em areas de fronteiras de desenvolvimento
econdmico, de conflito armado, de comércio ilegal e de movimentos migratorios
de trabalhadores ou de refugiados. Predomina, ainda, em paises endémicos
que nunca chegaram a desenvolver programas nacionais de controle da
doenca, como € o0 caso da maioria dos paises africanos situados ao sul do
Saara (Veronesi & Focaccia, 1997).

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

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

No Brasil, a malaria se concentra na regido norte do pais. Nela, a
doenca nao esta distribuida homogeneamente e seus niveis endémicos

diferem na dependéncia da variabilidade e intensidade da associagdo de
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fatores de risco de natureza bioldgica, ecoldgica, socio-cultural, econémica e
politica, os quais sdo responsaveis pela persisténcia e até mesmo pelo
aumento da transmissao no pais. As areas de maior transmissao sao aquelas
onde as pessoas sdo recém-chegadas, as habitacbes e as condi¢cbes de
trabalho s&o muito precarias e ficam proximas a floresta e as coleg¢des de agua.
Fora da Amazoénia, a transmisséo esta praticamente interrompida, restringindo-
se a alguns pequenos focos residuais e a focos novos de pequena magnitude
(Veronesi & Focaccia, 1997).

A penetragdo de grandes espagos da Amazodnia foi intensificada nos
anos 70 e 80, acelerando o processo migratorio de individuos procedentes de
Estados das outras macro-regides brasileiras, atraidos por projetos de
colonizagcdo, agropecuarios, abertura de rodovias, hidrelétricas e pela
mineragdo. Em termos gerais, o acelerado crescimento da malaria na
Amazébnia deve-se a migragdes humanas para as areas de floresta umida,
afetando diversos grupos, tais como, garimpeiros, colonos, moradores das
periferias, de cidades e comunidades indigenas (Marques & Gutierrez, 1994).

Apesar dos principais focos de malaria estarem associados a atividade
agricola e de mineracéo, ultimamente as periferias das cidades vém assumindo
participacdo importante devido a deterioracdo das estruturas urbanas em
funcdo da migracdo da zona rural para a cidade, como se vé em Manaus.
Nessas situagdes, os grupos de risco sdo representados principalmente por
adultos cujo trabalho os expde mais aos vetores (Silva, 1998).

Considerando-se a capacidade de combinacdo destes fatores que
participam da transmissdo e a evolugdo da doencga, podem ser identificados
estratos de risco (alto, médio, baixo e sem risco) no territorio brasileiro. No
primeiro, a incidéncia é muito elevada, em torno de 70 casos por 1.000
habitantes, no de médio risco, de 5 por 1.000, no de baixo risco, esta incidéncia
cai para 0.1 por 1.000 e é zero na regidao extra-amazonica, ou seja, sem risco
de transmissao (Figura 2) (Marques & Gutierrez, 1994).

A Amazénia domina o quadro malarico do Brasil. A area endémica é
constituida pela Amazénia Legal, que se compde dos Estados do Para,
Amazonas, Acre, Amapa, Roraima e Rondbnia e parte dos Estados de Mato

Grosso, Goias e Maranhao (Pessoa & Martins, 1988).
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Trata-se de uma regido onde predomina a floresta tropical umida,
intercruzada por complexa malha hidrografica, de elevada pluviosidade,
temperatura anual média elevada e de relevo pouco acidentado
(Escobar,1994). Possui caracteristicas geograficas e ecolégicas altamente
favoraveis a interacdo do Plasmodium e do anofelino vetor, favorecendo a
transmissao perene da malaria, com exacerbacdées da endemia e surtos
epidémicos nas areas periféricas de ocupacao (Tauil, 1986).

A notificagdo de malaria é feita com base no resultado positivo do exame
periférico de sangue. O ano de 1999 apresentou uma elevagéo importante no
numero de casos de malaria além das frequéncias mensais usuais, atingindo
cerca de 73 mil casos no més de pico (agosto) e totalizando o ano com mais de
632 mil casos da doenca. Este fato alertou as autoridades do setor saude do
Brasil e desencadeou uma série de agdes intensificando o controle na regido
Amazébnica. Essas acdes inverteram a tendéncia de crescimento na Amazénia
Legal, onde se localizam 99,7% do total de casos do pais, propiciando uma
reducéo de 3,8% no numero de casos de malaria registrados no ano de 2000.
Neste ano, foram notificados 608.678 casos da doenca em todo o Brasil, sendo
522.539 casos somente na regido Norte, 79.228 no Nordeste, 6.192 no Centro-
Oeste, 515 no Sudeste e 204 na regiao Sul do pais (FUNASA, 2001a,b).

As espécies de plasmaodio que infectam o homem encontradas no Brasil
sao o P. vivax, o P. falciparum e o P. malariae. Os P. falciparum e vivax sdo os
responsaveis pela quase totalidade dos casos, havendo, inclusive registros de
formas mistas (FUNASA, 1999).

Na Amazénia, um quarto dos 18 milhdes de habitantes vive em areas de
risco que ocupam menos de 40% dos 5.000.000 de Km? da regido. Ainda
assim, mais de 99% dos casos brasileiros foram registrados nesta regido, que
representa mais da metade do territorio brasileiro, mas s6 abriga cerca de 12%
da populagdo. Em Rondbdnia, paraiso da doenga, onde 90% dos mosquitos sao
transmissores, a malaria € responsavel por 50% dos atendimentos meédicos-
hospitalares! (Ribeiro, 1996).
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1. 5. TRANSMISSAO E CONTROLE

Até meados do século XX, a malaria era uma doenca de elevada
endemicidade em extensas areas de todos os continentes. Essa situagao tem
sofrido modificagbes significativas em virtude do desenvolvimento social e
econdmico de muitos paises, bem como de agdes de controle e erradicacao
que vém sendo desenvolvidas (FUNASA, 1999). Os estudos, em nosso pais,
foram iniciados no inicio do século XX, com o objetivo de definir procedimentos
destinados a protecado das populacdes residentes em areas com transmissao
(Marques & Gutierrez, 1994).

Por ser uma doenga que nao se transmite com igual intensidade e
rapidez em todas as areas com potencial malarigeno, a malaria apresenta uma
dindmica de transmissao variavel entre os agrupamentos humanos que
habitam diferentes nichos ecoldgicos, onde se conjuga a interagdo de fatores
de risco de origem diferentes. Os fatores biolégicos formam os elos da cadeia
de transmissao; os fatores ecoldgicos, favorecem ou dificultam a transmisséo;
os fatores socio-culturais originam as atitudes das pessoas para evitar a
infecgdo e determinam seu comportamento em caso de adoecer; os fatores de
ordem econbmica e politica participam em maior ou menor proporcido na
prevaléncia da malaria (Marques & Gutierrez, 1994).

A transmissao natural ocorre por meio de picadas de mosquito infectado,
sendo o parasita, 0 mosquito transmissor e 0 homem os elementos primarios
da transmissdo. Sao influenciados pelas caracteristicas do ambiente
(principalmente temperatura, indices pluviométricos, umidade relativa, altitude,
cobertura vegetal) e pelos habitos, condi¢des de vida, moradia e trabalho das
populacdes (Veronesi & Focaccia, 1997).

Como outros agentes infecciosos, os parasitas da malaria podem ser
transmitidos acidentalmente por transfusdes sanguineas, pela administragao de
hemoderivados, através da troca de agulhas entre usuarios de drogas ou ainda
de maneira rara através de infecgdo neonatal (Bruce-Chwatt, 1974; Andrade &
Wanderley, 1992; Andri-Guetti et al., 1992; Hulbert, 1992).

O diagnéstico precoce e o tratamento rapido foram os primeiros

elementos basicos referidos pela OMS, para o controle e erradicagdo da
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doenca, durante a Conferéncia Ministerial em Malaria, realizada na Holanda,
em 1992 (WHO, 1992).

A Organizagdo Mundial de Saude recomenda a adogao de uma nova
estratégia global de luta contra a doenga com base na realidade epidemioldgica
e social local, com incorporagcdo de medidas de controle adequadas a cada
situagdo, acdo multissetorial para redugao da influéncia de fatores de risco de
natureza socio-econémica, cultural, politica e ecoldgica, e participagao ativa da
populacdo. Busca-se o controle integrado da malaria, como uma agao conjunta
do governo e da sociedade dirigida para eliminagdo ou redugdo dos riscos de
mortalidade e morbidade da doenca (Veronesi & Focaccia, 1997).

Com o objetivo de reverter a tendéncia de crescimento em 50% dos
casos de malaria registrados no ano de 1999, a Fundagdo Nacional de
Saude/FUNASA, elaborou um Plano de Intensificagdo das A¢des de Controle
da Malaria na Amazoénia Legal (PIACM), executando parcerias com estados e
municipios. No ano de 2000, o Ministério da Saude disponibilizou recursos da
ordem de R$ 148 milhdes para o combate, utilizado no treinamento de cerca de
cinco mil profissionais da area de saude, na compra e distribuicdo de
medicamentos, na aquisicdo de veiculos e embarcacdes e na ampliagcdo da
rede de laboratérios e do tratamento oferecido a populacao.

O controle da malaria pos-transfusional ainda representa um desafio
para os servicos hemoterapicos situados em areas endémicas. Em regides
nao endémicas, adota-se a exclusdao temporaria dos candidatos a
doacdo procedentes de areas com risco de transmissao, principalmente se
apresentaram quadro febril ndo esclarecido, se fizeram uso de drogas anti-
malaricas, ou se tiveram malaria nos ultimos 12 meses (Kiesslich et al., 1997).

A eliminacdo dessa endemia, como problema de saude publica,
reduzira, sem duvida, as perdas de producao dos trabalhadores; aumentara os
beneficios da utilizagdo dos recursos naturais existentes, acessiveis hoje s6 a
um alto custo social, representado pela morbimortalidade que a malaria origina;
diminuira os custos hospitalar e ambulatorial dos doentes; propiciara o aumento
da frequéncia escolar, favorecendo, com certeza, as populagdes de menores
recursos na regidao. Como consequéncia, incentivara a fixagdo, em terras
sadias, dos migrantes cujo trabalho contribuira para nivelar a Amazonia aos

centros de maior produtividade do Continente (Marques & Gutierrez, 1994).
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1. 6. DIAGNOSTICO CLINICO E LABORATORIAL DA MALARIA

1.6.1. Clinico:

A malaria sintomatica € bem conhecida, envolvendo mal-estar, dor de
cabeca, dores musculares, nauseas e tonturas, seguidas de uma sensagao de
frio, acompanhada de tremor, febre, suor e diminuicdo da temperatura. Mas,
esse quadro classico pode ser alterado pelo uso de drogas profilaticas ou pela
aquisicdo de imunidade. Muitos desses sintomas podem ou nao estar
presentes e até mesmo todos podem estar ausentes. Em muitas regides, a
malaria € diagnosticada exclusivamente pela clinica do paciente, o que leva a
um superdiagnostico e ao uso indiscriminado de drogas, causando aumento da

resisténcia dos parasitas (Avila & Ferreira, 1996).

1.6.2. Laboratorial:

Os exames microscépicos de gota espessa (GE) e esfregago sanguineo
(ES) corados com o Giemsa, tém sido utilizados em todo o mundo como
meétodo de diagndstico laboratérial de malaria desde o seu desenvolvimento
por Ross, em 1903 (Clendennen et al., 1995). Ronald Ross efetuou também
algumas mudancgas no esfregago sanguineo, como 0 aumento na concentragéo
de sangue e a desemoglobinizagéo, originando o método da gota espessa, que
apresentou sensibilidade cerca de 20 vezes maior do que o esfregagco comum
(Avila & Ferreira, 1996). Referidos por apresentar vantagens como a
possibilidade da identificacdo da espécie e estagio de desenvolvimento do
plasmaédio infectante, ser quantificavel e de baixo custo, tem como limitacoes,
aléem dos problemas inerentes aos cuidados técnicos no preparo dos
reagentes, a limitada sensibilidade, principalmente em amostras de sangue
com baixas parasitemias, e a necessidade de microscopistas bem treinados
para confiabilidade dos resultados (Avila et al., 1996).

O limite pratico de deteccdo de parasitas através da microscopia
convencional €& estimado em 4-40 parasitas/microlitro de sangue,

representando uma baixa sensibilidade quando comparado com alguns testes
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baseados na deteccdo de DNA (Southern, 1975). Pode-se obter resultados
falsos-negativos devido a quantidade relativamente pequena de sangue
examinado ou falsos positivos pela presenca de residuos nas laminas,
requerendo assim, tempo e experiéncia para leitura das mesmas (Grant et al.,
1960).

Muitos outros métodos tém sido padronizados e avaliados como
alternativos. O método de QBC (Quantitative Buffy Coat), desenvolvido por
Wardlaw e Lavine em 1983, baseia-se na estratificacdo resultante da
centrifugacdo do sangue em tubo capilar contendo o corante laranja de
acridina, anticoagulante e um cilindro plastico (flotador) com uma densidade
média entre a do plasma e das hemacias concentradas. Resultados na
literatura demonstram uma maior sensibilidade do método quando comparado
a gota espessa (Rickman et al., 1989; Spilman & Perrone, 1989; Pornsilapatip
et al., 1990). Oferece uma alternativa rapida e superior a microscopia
convencional em laminas coradas pelo Giemsa (Veronesi & Focaccia, 1997). E
importante ressaltar, que esta técnica é dificil de ser viabilizada em lugares
remotos, pois necessita de uma série de equipamentos essenciais no seu
funcionamento e manutengédo (microscopio de fluorescéncia, centrifuga e ar-
condicionado), o que a torna pouco pratica e de elevado custo (Naird & Jones,
1992; Schindler et al., 2001).

Métodos alternativos tém sido estudados e propostos por diferentes
laboratérios em todo o mundo. Inumeros testes sorolégicos para detecgao de
anticorpos malaricos tém sido ensaiados nesta patologia, mas nenhum deles,
até o momento, pode substituir a demonstragcao dos parasitas no sangue, como
método diagndstico ideal nas formas agudas da doencga (Veronesi & Focaccia,
1997). Entre os métodos soroldégicos mais usados para a detecgdo de
anticorpos contra a malaria estdo a imunofluorescéncia indireta, ELISA e
radioimunoensaio, os quais podem ser particularmente uteis em estudos
soroepidemiologicos, como a determinagdo da endemicidade em uma
determinada area ou a identificagcdo de um provavel foco da doencga (Kreier,
1980).

Resultados discutidos na literatura mostram que em regidées onde ocorre
diversidade de espécies, como no Brasil, a utilizagdo do método de

imunofluorescéncia para a pesquisa de plasmodio mostrou limitagdes de
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sensibilidade, com resultados inferiores aos da gota espessa (Avila et al.,1996).
Os referidos testes imunolégicos ndo s&o aplicaveis devido ao elevado
descarte de unidades que constitui risco transfusional e além de nao
apresentarem uma boa sensibilidade, sdo incapazes de discriminar uma
infeccdo passada de uma presente (Kreier, 1980).

O desenvolvimento de técnicas rapidas e precisas no diagndstico da
malaria continua sendo um desafio para os pesquisadores da area. Durante as
ultimas décadas muitos progressos, especialmente nos métodos de deteccao
imunocromatografica de antigenos tém sido alcangados. O ParaSight-F
(Becton-Dickinson, Cockeysville, Md) é um teste que utiliza anticorpos anti-
proteina rica em histidina tipo 2 (HRP-2), para detec¢do de antigenos
especificos de P. falciparum. Pelo fato de ser especifica para P. falciparum,
dessa forma nao detectar P. vivax, P. malariae e P. ovale e apresentar baixa
sensibilidade, sua utilizagcdo tem sido indicada apenas nas areas de dificil
acesso (Avila et al., 1996), além da persisténcia do antigeno no sangue na
auséncia da doenca (Faiz et al., 2000; WHO, 2000). O teste ICT Malaria Pf/Pv
(ICT Diagnostics, Sydney, Australia) é também baseado na tecnologia da
imunocromatografia que ultiliza anticorpos monoclonais para detecgdo do
antigeno “pan-malarial” expressado pelos plasmaddios falciparum e vivax, bem
como anticorpos anti-proteina rica em histidina tipo 2 (HRP-2) para deteccéao de
antigenos especificos de P. falciparum (Dyer et al., 2000). Nos trabalhos de
Tham et al. (1999) e Tjitra et al., (2001) demonstram resultados de diagndsticos
falsos-positivos de pacientes sintomaticos apdés o término do tratamento. O
OptiMAL (Flow. Inc., Portland, OR) é um teste imunodiagndstico que detecta P.
falciparum e as outras espécies de plasmddios que infectam o homem, usando
a captura de anticorpo para determinar a presenca do antigeno lactate
dehydrogenase (pLDH). Apesar de ser rapido, pratico e nao necessitar
experiéncia do técnico laboratorial, a literatura relata casos de diagnosticos
falsos-positivos (Cooke et al., 1999; Rubio et al., 2001).

Como resultado do grande progresso no campo da Biologia Molecular,
varias técnicas tém sido introduzidas no desenvolvimento de testes para
a pesquisa de microrganismos. Utilizando um DNA clonado ou sintetizado em
fita simples, marcado com radioisétopos (sondas de DNA), pode-se pesquisar

em amostras desconhecidas a presenca de DNA complementar. O emprego da
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sonda de DNA baseia-se na premissa de que, em um determinado organismo,
ha sequéncias de DNA especificas que diferenciam o organismo de outras
espécies (Arroyo Sanches, 1996). No entanto sondas radioativas sdo estaveis
por 1 ou 2 semanas apenas. Apos este tempo, a radioatividade decai tornando
a sonda menos sensivel para hibridizagao (Ross, 1997). Devido a instabilidade
das sondas radioativas e a algumas questdes técnicas e de seguranga ao se
trabalhar com radioatividade, métodos de marcagdo de fragmentos de DNA
nao radioativos ou “frios” tém sido produzidos. Os nucleotideos podem ser
marcados quimicamente com a biotina, fosfatase alcalina ou moléculas
quimioluminescentes como a digoxigenina. A maior vantagem das sondas frias
€ sua estabilidade, podendo guarda-las e usa-las com seguranga durante um
periodo de anos. Estas sondas podem detectar 20-25 parasitas por microlitro
de sangue (Barker, 1990).

Métodos utilizando sondas de DNA e rRNA para detec¢ao dos parasitos
da malaria foram introduzidos em 1984 e 1989, respectivamente (Kimura et al.,
1995). Diferentes sondas genéticas tém sido estudadas no diagndstico da
malaria: sondas de DNA total, sondas de DNA genémico da sequéncia de 21
pares de bases altamente repetitivos de P. falciparum, sondas de
oligonucleotideos sintéticos dessa mesma sequéncia e sondas de DNA
gendmico de P. vivax. Porém a alta sensibilidade desses métodos na detecgao
de plasmadios in vitro, ndo tem se confirmado quando aplicados em amostras
de campo (Ross, 1997).

O desapontamento com as sondas de DNA levou ao desenvolvimento
de sondas de RNA ribossomal como alternativa, pois na célula ha de 10 a 50
vezes mais RNA que DNA e 90 a 95% dele séo ribossomais (Arroyo Sanchez,
1996). O desenvolvimento de sondas de rRNA para quatro espécies de
plasmddio infectantes ao homem (P. faciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale)
indicou o uso potencial dessas sondas para o diagnostico da malaria e também
demonstrou ser mais promissora na detec¢cado de baixas parasitemias, pelo
fato do rRNA ser a macromolécula celular mais abundante do plasmadio,
representando de 0,2 a 1,0pg, muito mais que o DNA total, equivalente a
0,02pg (Avila & Ferreira, 1996).

O rRNA ¢é geralmente o mais abundante dos acidos nucléicos,

constituindo-se em alvo loégico para sistemas sensiveis de deteccgéo
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diagnostica (McCutchan et al.,, 1988; Lal et al., 1989). A sequéncia da
subunidade pequena do RNA (SSU rRNA), representa cerca de 30% do DNA
total e exibe consideravel diversidade espécie-especifica localizada. S&o essas
regides espécie-especificas que representam os alvos e a base para o
desenvolvimento de abordagens de detecgdo precisas e sensiveis como
técnicas de amplificacdo de DNA. Aproximadamente 70% da pequena
subunidade do SSU rRNA é suficientemente diferente da sequéncia humana
correspondente (Waters & McCutchan, 1989; Snounou et al., 1993b; Kimura et
al., 1995; Rubio et al., 1999).

A Reacdo em Cadeia da Polimerase - PCR, descoberta por Kary Mullis
em 1983, vem sendo amplamente utilizada para a deteccdo de DNA (Ross,
1997). A amplificacdo pela PCR baseia-se na multiplicacdo exponencial, in
vitro, de um fragmento de DNA por uma DNA polimerase termoestavel, em um
processo repetitivo de aquecimento e resfriamento (30 a 40 vezes). O caracter
exponencial deste processo se deve ao fato de que o DNA sintetizado em um
ciclo serve como molde no proximo. Teoricamente 30 ciclos de amplificacédo
produzem 10° cdpias da molécula alvo. Quando a PCR ¢ utilizada na detecgao
de microrganismos, um ou mais fragmentos especificos do gene séao
amplificados, de acordo com os iniciadores (molécula de DNA de fita simples
que funciona como iniciador para a polimerizagdgo do novo DNA) (Arroyo
Sanchez, 1996). Os iniciadores, associados as unidades de nucleotideos livres,
sdo adicionados a amostra de DNA junto com uma enzima resistente ao calor,
a Taq polimerase, que promove a sintese de DNA. Os produtos da PCR sao
comumente analisados por hibridizagcao ou por eletroforese em gel de agarose,
corado com brometo de etidio e visualizado através de raios ultravioleta (Ross,
1997).

A técnica de “nested” PCR é uma variagdo da PCR, onde geralmente
sao necessarios dois conjuntos de oligonucleotideos iniciadores de reagao
subsequentes: na 12 utiliza-se um par de oligonucleotideos com homologia em
regido externa ao DNA alvo e na segunda, que utiliza como molde o produto da
1% reagdo, o outro par de oligonucleotideos, tendo homologia na regido mais
interna. Esta variagcao é util nos casos em que se necessita de uma alta

especificidade e um aumento no limiar de detecgao.
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Desde 1990, o diagnostico da malaria através de métodos de detecgcao
do DNA de plasmaddios, tem sido largamente utilizado através do emprego de
diversos métodos baseados na reagdo em cadeia da polimerase (PCR,
Polymerase Chain Reaction) (Jaureguiberry et al., 1990; Snounou et al., 1993
a, b; Laserson et al.,1994; Kimura et al., 1995; Zalis et al., 1996; Cox-Singh et
al., 1997; Rubio et al., 1999; Laoboonchai et al., 2001; Schindler et al., 2001; ).
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Figura 1. Distribuigao Mundial da Malaria
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Figura 2. Transmissao da Malaria no Brasil
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RESUMO

Oligonucleotideos foram construidos com base na sequéncia primaria do
gene codificando o rRNA de Plasmodium para amplificar DNA de P. falciparum,
P. vivax, P. malariae e P. ovale, de maneira género-especifica. Trés sistemas
de PCR foram utilizados: PCR simples, “hemi-nested” PCR convencional e
“hemi-nested” PCR em um unico tubo, desenvolvidos em nosso laboratorio. Na
PCR simples, composta de 30 ciclos, foram utilizados os oligonucleotideos GJ1
e HR842 (20 pmol/50ul), ja testados por nosso grupo. Na “hemi-nested PCR
convencional utilizou-se trés oligonucleotideos (GJ1, PGFO3 e HR842), em
duas reacbes sequenciais, sendo o PGFO3 construido durante o
desenvolvimento do presente trabalho, visando a detec¢do do género
Plasmodium. O par GJ1 e HR842 foram utilizados como oligonucleotideos
externos na primeira reacao, e o PGFO3 como interno, ancorado ao HR842 na
segunda reacdo. A “hemi-nested” PCR em um unico tubo consistiu em 60
ciclos (92°C, 30s; 58°C, 30s e 72°C, 45s), e concentracdes limitantes de
oligonucleotideos externos (4 pmols/50ul) participavam da PCR sem
competicdo com os oligonucleotideos internos durante os primeiros 15 ciclos
da reacéo e 40 pmol/50ul de primers internos (imobilizados na face interna da

tampa do microtubo) foram introduzidos na PCR no 16° ciclo. As concentragdes
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dos outros componentes da reagao foram as mesmas utilizadas nas reagdes
convencionais de PCR. Observou-se que a quantidade minima de DNA
genbmico detectada pela PCR simples, “hemi-nested” PCR e “hemi-nested”
PCR em um unico tubo foi de 10 pg; 0,01 pg e 0,1 pg, respectivamente. Apesar
da “hemi-nested” PCR em um unico tubo ter sido menos sensivel que a “hemi-
nested” PCR convencional, € muito mais simples e conveniente, ja que o risco
de contaminacdo cruzada é bem menor. Esses sistemas moleculares de
diagndstico podem ser usados em situagdes quando se requer uma alta
sensibilidade e especificidade, tais como na avaliacdo da eficiéncia de
quimioterapia, detecgcao precoce de infecgdo e prevencado de transmissao a

partir de pacientes hipoparasitémicos.

ABSTRACT

Primers targetting the gene encoding the Plasmodium rDNA SSU were
designed so that they could amplify DNA from P. vivax, P. falciparum, P.
malariae, and P. ovale, in a genus specific way. In addition to primers already
tested by our group (GJ1 and HR842), a new primer specific for the genus
Plasmodium was synthesized (PGFO3). Three PCR systems were used: simple
PCR, conventional nested-PCR, and a single tube nested-PCR developed in
our laboratory. The simple PCR (detection limit of 10 pg) consisted of 30 cycles
in which the primers GJ1 and HR842 (20 pmol/50ul) were used. The
convencional nested PCR comprised two sequential reactions using GJ1 and
HR842 as external primers and PGFO3 and HR842 as internal primers. The
single tube nested PCR system comprised 60 cycles (92°C, 30s, 58°C, 30s,
and 72°C, 45s) in which limiting concentrations of external primers (4 pmol/50pl)
participated of the PCR without competition of internal primers during the first
15 cycles of the reaction, and 40 pmol/50ul of internal primers (immobilized
onto the internal face of the microtube cap) were introduced into the PCR
system at cycle 16. The concentrations of the other components of the
reaction were the same used in standard PCR reactions. The PCR system
showed a detection limit of 0,1pg of Plasmodium genomic DNA, being more

sensitive than the simple PCR. Although the single tube nested was less
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sensitive that the conventional 2-step nested PCR (detection limit of 0,01pg), it
is much simple and more convenient, as the risk ot cross-contamination is
lower. These molecular diagnostic systems can be used in the situations in
which high sensitivity is required, such as evaluation of chemotherapeutic
efficiency, and sensitive tests are useful for early detection of infection and

prevention of transmission from low parasitemia patients.

Palavras-chaves: SSU rRNA, Plasmodium, oligonucleotideos, PCR.

INTRODUGAO

Os métodos microscépicos de gota espessa (GE) e esfregago sanguineo
(ES), considerados padrao de referéncia, ainda tém sido utilizados como
principais métodos diagndsticos da malaria. Apesar de terem custo reduzido,
serem rapidos e permitirem a quantificacdo e diferenciagdo dos parasitas,
possuem fatores limitantes que vao desde a necessidade de precisdo técnica
na preparagao, manuseio e coloracdo das laminas, tempo de leitura até a
experiéncia do microscopista (Ciceron et al., 1999; Schindler et al., 2001).
Outro fator fundamental que interfere no diagndstico da malaria € a dificuldade
na deteccdo de portadores com baixa parasitemia, que geralmente nao
apresentam quadro clinico, sendo fonte de infeccdo para o vetor e de
manutencgdo da malaria pds-transfusional.

Varios métodos diagndsticos alternativos sensiveis, especificos, rapidos
e que identificam precisamente infecgcdes malaricas tém sido recentemente
desenvolvidos. Testes imunocromatograficos para deteccdo de antigenos
circulantes no sangue sao simples e rapidos, porém ndo possuem adequada
sensibilidade. Além disso, alguns desses testes detectam apenas antigenos de
P. falciparum. Uma outra limitagdo € que estes antigenos podem persistir no
sangue apos o desaparecimento da parasitemia e dos sintomas clinicos
(Cooke et al., 1999; Tijitra et al., 2001). Técnicas moleculares baseadas na
metodologia da PCR tém demonstrado ser eficientes em detectar niveis muito

baixos de parasitemia, servindo sobretudo na triagem de doadores de sangue e
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no diagnostico de hipoparasitémicos (Zalis et al.; 1996; Rubio et al.; 1999;
Schindler et al., 2001).

A técnica de nested PCR envolve a amplificagcao de sequéncias de DNA,
onde geralmente sdo necessarios dois conjuntos de oligonucleotideos,
ultilizados em reagdes subsequentes, de forma que o produto da primeira sirva
como molde para a segunda reagdo. E bastante Gtil nos casos em que se
requer alta sensibilidade e especificidade.

Um alvo bastante usado na deteccdo de patdégenos, através de
abordagens moleculares é o RNA ribossomal. A sequéncia da pequena
subunidade do rRNA de Plasmodium (SSU rRNA) é composta de regides
conservadas e variaveis, representando cerca de 30% do rRNA total.
Aproximadamente 70% do SSU rRNA é diferente da sequéncia SSU rRNA
correspondente ao humano, permitindo a identificacdo de sequéncias
diagnosticas. Dessa forma, nos ultimos anos, os trabalhos tém focalizado,
preferencialmente, na utilizagdo desse gene como alvo no diagndstico
molecular da malaria, pois permite a amplificagdo de regides género e espécie-
especificas (Waters & McCutchan, 1989; Snounou et al., 1993a; Schindler et
al., 2001).

No presente trabalho, sequéncias conservadas no gene codificando o
SSU rRNA de P. falciparum, P. vivax, P. malariae e P. ovale foram identificadas
e utilizadas na construgao de oligonucleotideos, servindo como alvo para o
desenvolvimento de abordagens moleculares sensiveis e especificas. Trés
métodos baseados em PCR foram utilizados: PCR simples, “hemi-nested” PCR
(HNPCR) e “hemi-nested” PCR em um unico tubo de reagdo (STHNPCR), para

a deteccao género-especifico da malaria humana.
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OBJETIVOS

Desenvolver e validar novas abordagens moleculares para detecgao

género-especifica de infecgdes por Plasmodium.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar regides diagndsticas no gene codificando o SSU rRNA;
Desenvolver sistemas género-especificos baseados em PCR: PCR simples,
hemi-nested PCR convencional (HNPCR), hemi-nested PCR em um unico
tubo (STHNPCR);

Desenvolver um sistema capaz de identificar inibidores de PCR,;

Determinar o limite de detec¢éo das abordagens.
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MATERIAIS E METODOS

Identificacao de sequéncias alvos no gene codificando a subunidade
pequena do rRNA (SSU rRNA) para a detecgcdao género-especifica da
malaria humana

As sequéncias da subunidade pequena do rRNA (SSU rRNA), referentes
as diversas espécies de Plasmodium e Homo sapiens, foram obtidas utilizando
0s recursos computacionais para pesquisa sobre rRNA da Universidade da

Antuérpia, Bélgica (http://rrna.uia.ac.be) e posteriormente alinhadas para

comparacgao, analise e selegao das regides alvos. O banco de SSU rRNA é
mantido por Dr. Peter De Rijk, Jan Wuyts, Y. Van de Peer e R. de Wachter.

O critério para identificagado e selegcao de regides no gene codificando
SSU rRNA ao nivel de género, foi baseado nas caracteristicas de variabilidade
e conservagao do gene. A especificidade e a eficiéncia de amplificagdo foram
0s principais parametros empregados para o desenho dos oligonucleotideos.

Visualmente foram identificadas as regides que sao especificas a
espécie e assim desenhados os oligonucleotideos internos a serem
empregados na reagcdo de “hemi-nested PCR”. A selecdo das regides foi
realizada com a ajuda do programa Primer Select (DNASTAR, Lasergene)
respeitando as caracteristicas fisico-quimicas desejaveis a sua utilizagado em
PCR: baixa complementariedade interna, estrutura secundaria ausente ou
restrita, baixa estabilidade da extremidade 3’, tenha total homologia com todas

as espécies de Plasmodium e auséncia de formacao de “hairpin” e dimeros.
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Construgao dos oligonucleotidios

Os oligonucleotideos foram construidos com base na sequéncia primaria
do gene codificando o SSU rRNA de P. falciparum, P. vivax, P. malariae e P.
ovale, determinadas por McCutchan et al. (1988), Waters e McCutchan (1989),
Goman et al. (1991) e Qari et al. (1996), respectivamente. Foram observadas
regides conservadas e nao conservadas no gene, de forma a encontrar
sequéncias diagnosticas nédo presentes no rRNA humano. Essas regides do
gene apresentam total homologia com o DNA de todas as espécies de
plasmddio humano, representando nossos alvos para amplificagéao (FIG. 1).

Os oligonucleotideos GJ1 e HR842 géneros-especificos, utilizados na 12
reacdo de amplificagdo, chamada de PCR Simples, foram descritos por
Jaureguiberry et al. (1990) e Schindler et al. (2001), respectivamente. Durante
o desenvolvimento do presente trabalho foram construidos os
oligonucleotideos PGFO1 e PGFO3, para serem empregados nas reagdes de
“hemi-nested” PCR, visando a detecgdo do género Plasmodium (Montenegro,
2000). Os oligonucleotideos foram sintetizados nos laboratérios da Life
Technologies.

Nas reagdes de “hemi-nested” PCR foram utilizados dois conjuntos de
oligonucleotideos, PGFO1 x HR842 ou PGFO3 x HR842 (na 22 reagao), sendo
cada par adicionado em diferentes reagdes, com o objetivo de testar o
desempenho, para a selecdao do par que iria participar dos experimentos

subsequentes.
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Tabela 1

NOME SEQUENCIA TIPO DE PCR ESPECIFICIDADE REFERENCIA
GJ1 5-GGCTTAGTTACGATTAATAG - 3’ SIMPLES Plasmodium sp. Jaureguiberry, 1990
HR842 5- CTTAAACTTCCTTGTGTTAG - & SIMPLES, HNPCR Plasmodium sp. Schindler, 2001
PGFO1 5- TTTCTGGAGACGAACAACT - 3 HNPCR Plasmodium sp. Montenegro, 2000
PGFO3 5 - ACTAGTTTAAGACAAGAGT - 3 HNPCR Plasmodium sp. Montenegro, 2000

Caracteristicas dos oligonucleotideos utilizados nos sistemas de PCR para detecgao

género-especifica.

Sistemas baseados em PCR

Neste estudo, trés métodos baseados em PCR foram utilizados:

PCR Simples - foi utilizado na reagao de amplificagdo apenas um par de
oligonucleotideo em 30 ciclos de reagéo;

“Hemi-Nested” PCR convencional (HNPCR) - utilizou-se trés
oligonucleotideos em duas reagbes sequenciais, em um total de 60
ciclos. Na primeira reacdo um fragmento de DNA foi amplificado usando
um par de oligonucleotideo externo e na segunda reacgao, o produto da
primeira PCR serviu como molde para uma outra amplificagcao utilizando
um oligonucleotideo que anela em regiao interna (FIG. 2A). Para que os
amplicons gerados na primeira PCR fossem introduzidos na segunda

reacao, foi necessario que os tubos da primeira fossem abertos.
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» “Hemi-Nested” PCR em um unico tubo de reagdao (STHNPCR) -
apresenta a mesma base tedrica da “hemi-nested” PCR convencional.
Contudo, a concepcado da abordagem é diferente, permitindo que as
duas reacdes de amplificacdo fossem realizadas em um unico tubo, nao
ocorrendo a abertura dos tubos antes da finalizacdo das amplificagcbes

(FIG.2B).

PCR simples e “Hemi-Nested PCR” convencional (HNPCR)

O DNA gendmico purificado foi submetido a amplificagdo em um
termociclador automatico (Perkin Elmer, modelo 4800). A mistura da 12 reagao
de amplificacédo (chamada de PCR simples) consistiu de KCI 50mM, Tris-HCI
10mM, pH 8,3, MgCl, 2,5mM, dNTP (200 uM cada), 20 pmoles de cada
oligonucleotideo (GJ1 e HR842) e 1,0 unidade de Tag DNA polimerase (Gibco
BRL, Califérnia, USA) em um volume final de 50 nl. A fase de desnaturacao foi
feita a 94° por 30s, a de anelamento a 58° por 30s e a de extensao a 72° por
45s, em um total de 30 ciclos. Na segunda reacdo (HNPCR), foi adicionado 1yl
do produto da 1?2 reacdo, nas mesmas concentracdes e condigcdes de
amplificagcdo da anterior, porém utilizando os oligonucleotideos PGFO3 e

HR842.

“Hemi-Nested PCR” em um unico tubo de reagao (STHNPCR)

A reacao de amplificagdo foi realizada em um termociclador automatico
(Touchdown™ Thermal Cycler da Hybaid Limited) como descrito em Abath,
2001. A primeira etapa de PCR consistiu em 15 ciclos (92°C, 30s; 58°C, 30s e

72°C, 45s), enquanto que a segunda etapa de PCR consistiu em 45 ciclos com
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as mesmas caracteristicas. Os primeiros 15 ciclos da reagcédo continham apenas
4 pmoles de oligonucleotideos externos em um volume final de 50 ul contendo
Tris-HCI 10 mM, pH 8.3, KCI 50 mM, MgCl, 2,5 mM, dNTP 200 uM, e 1,0 U de
Taq DNA Polimerase (Gibco BRL, Califérnia, USA). A mistura de reacao foi
recoberta com 30 ul de 6leo mineral. Os oligonucleotideos internos, antes do
inicio da PCR, foram diluidos em partes iguais com agua e azul de
bromofenol(2 ug/ml) , contendo 40 pmoles de cada oligonucleotideo e em
seguida esta mistura foi fixada na superficie interna da tampa dos microtubos
abertos, numa estufa a 37°C ou temperatura ambiente. Para que os
oligonucleotideos internos passassem a fazer parte dos 45 ciclos finais da
PCR, os mesmos foram eluidos da superficie interna do microtubo através de
interrupcado breve da PCR apds o 15° ciclo de reagao e feitas repetidas
inversdes dos tubos para que entrassem em contato com a mistura de reagcao e

passassem a participar dos ciclos subsequentes da PCR.

Otimizagao da proporgao dos oligonucleotideos internos e externos
utilizados na STHNPCR

Através de estudos preliminares, a proporcao oOtima de
oligonucleotideos internos e externos foi determinada experimentalmente, de
forma que os oligonucleotideos externos participassem em quantidades
limitantes da primeira etapa de PCR, sendo praticamente exauridos. Desta
forma, foi fixada uma concentragao de 40 pmol para os internos, equivalendo
ao dobro da utilizada na PCR simples, e para os externos foram feitas diluicdes
seriadas de fator 10 variando de 40 a 0,004 pmol. Foram também utilizados

dois controles, um contendo apenas 40 pmol de oligonucleotideos internos e
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outro 40 pmol de externos. O sistema foi testado com 0,5 ng e 1 pg de DNA de

P. falciparum.

Amplificagdao do rDNA do hospedeiro vertebrado por STHNPCR

Para avaliacdo individual da qualidade da amostra de DNA,
experimentos preliminares foram realizados utilizando os oligonucleotideos
HUF (Rubio et al.,, 1999) e UNVRE16 (Abath et al., 2001), que amplificam
apenas rDNA de vertebrados, promovendo um amplicon de 689 pb (FIG. 2B).
Esses oligonucleotideos participaram dos primeiros 15 ciclos em todas as
reagdes, a uma concentragcado de 2 pmols, juntamente com os oligonucleotideos
especificos para Plasmodium sp. (GJ1 e HR842) na 12 reagdo de “hemi-

nested” PCR em um unico tubo.

Tabela 2
NOME SEQUENCIA TIPO DE PCR ESPECIFICIDADE REFERENCIA
HUF 5-GAGCCGCCTGGATACCGC-3' STHNPCR Mamifero Rubio, 1999
UNVRE16 5-CCGGACATCTAAGGGCATCA -3' STHNPCR Vertebrado Abath, 2001

Caracteristicas dos oligonucleotideos utilizados para estimar a presenca de
inibidores.
Avaliagao da especificidade e sensibilidade dos sistemas baseados em

PCR com DNA gendémico purificado
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Foi utilizado nos experimentos, DNA gendmico purificado de P.
falciparum, cultivado in vitro no Center of Dieases Control - CDC/Atlanta e das
espécies P. vivax, P. malariae e P. ovale (cedido por Dra. Mércia Arruda/
CPgAM/FIOCRUZ)

A especificidade dos oligonucleotideos construidos e a otimizagdo das
condicdes dos métodos de PCR foram confirmadas através de amplificagdes
utiizando 5ng de DNA gendmico das quatro espécies de plasmédio que
parasitam o homem e DNA genémico humano, através da técnica de “hemi
nested” PCR. O objetivo foi verificar se experimentalmente os oligonucleotideos
apresentavam o desempenho esperado a partir de previsdes tedricas, ou seja,
anelamento especifico e amplificacédo de fragmentos de tamanhos esperados
com DNA de Plasmodium e auséncia de amplificacdo em DNA humano.

Para a determinacdo da sensibilidade uma curva de diluigdo foi
construida a partir de quantidades conhecidas e variaveis de DNA genémico
purificado de P. falciparum, com o objetivo de avaliar a quantidade minima de
DNA molde capaz de ser amplificada pelos sistemas de PCR simples, “hemi-
nested” PCR convencional e “hemi-nested” PCR em um unico tubo de reagao.
Foram feitas diluicbes de fator 10, seriadas, possibilitando que 10 ng, 1 ng, 100
pg, 10 pg, 1 pg, 100 fg, 10 fg, 1 fg, 0,1 fg e 0,01 fg, fossem adicionados nas
reacdes. O limite de deteccdo do DNA das espécies de P. vivax, P. malariae e
P. ovale nao foi realizado, por teoricamente, ja sabermos que o género
Plasmodium contém o mesmo numero de cépias (4 a 8) do gene que codifica o

rRNA por genoma hapléide (Goman et al., 1991).
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Analise dos Produtos da PCR

Dez ul dos produtos de PCR foram analisados através de eletroforese
em gel de agarose a 1,0% corado com brometo de etidio. As bandas de DNA
separadas eletroforeticamente foram visualizadas em um transluminador de luz
ultravioleta e fotografados com um sistema de documentagéo polaréide (MP4+

system).
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Figura 1 — Localizagdo parcial das sequéncias alvo no gene codificando o SSU rRNA,
correspondente as espécies de P. falciparum, P.vivax, P.malariae, P. ovale e Homo
sapiens, utilizadas para a construgao dos oligonucleotideos. Os nucleotideos idénticos
estdo indicados por pontos; os tracos simples correspondem aos espagamentos para
otimizagdo do alinhamento das sequéncias; os circulos s&do regides nao disponiveis. As
regides dos oligonucleotideos GJ1, PGFO1, PGFO3 e HR842 estdao em vermelho.

GJ1l:

P. vivax (L0 G T 0 B T G
P. vivax (XL13020) vttt ittt ettt et teeteseeaeeaeneenns G
P. vivax (U0 7307 ) ittt e e et e et e e e e et ettt ettt te e aeeaeen G
P. malariae (M548 07 ) v ittt ittt eeneeneeneneeneenens G
P. ovale (L4887 ) ittt ettt e et e e e e et e et ettt A.G
P. falciparum(M19172) AUUUUGGCUUAGUUACGAUUAAUAGGAGUACUUGGGGAC*
H. sapiens (X03205) CGGAAC-UGAG.CC.U...... G...GACG..C-....G
*908 - 947

PGFO1

P. vivax (0GR
P. vivax (X139260) v ii it it i ieeeennn G. ittt A.....
P. vivax (OO G T 20
P. malariae (M548O 7 ) i ittt ittt ettt eteeeeeeeneenneans
P. ovale (T S <
P. falciparum(M19172) UAGAUUUUCUGGAGACGAACAACUGCGAAAGCAUUUGUCU~*
H. sapiens (X03205) .G..CCGG.GCA..... G..C.GA............. C.A
*979 - 1118

PGFO3

P. vivax (U030 79 ittt et et e et et ettt et seeeeeeeneennean
P. vivax (XL13026) ittt it ettt e et ettt eee e eaeeeeeeanaeanenn
P. vivax (O G 15202
P. malariae (M54807) i it ittt ittt it it et e et ettt et
P. ovale (T S <
P. falciparum(M19172) AACUCACUAGUUUAAGACAAGAGUAGGAUUACAGAUUAA*
H. sapiens (X03205) C..... CC.GCCCG....C.GAC........cuuu.. G
*1302 - 1341

HR842:

P. vivax (U03079) e e e e e e e
P. ViV&lX (X13926) O0O0000000D0O00DO0O0DO0ODO0OO0DO0OO0OO0ODO0OO0OO0DO0OOODO0OODODOODOOODOOOOO0OO
P. vivax (O C 7202
P. malariae (MB5A8O T ) i ittt ittt ettt ettt eeeeeeneeaeeeens
P. ovale (L4898 7 ) ittt et e it ettt i e U. . i ii i
P. falciparum(M19172) UGUGUCUAACACAAGGAAGUUUAAGGCAACAACAGGUCUG*
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H. sapiens (X03205) G.C..UC.G.CACCC..GA-..-GA....U..........

A) “Hemi-Nested” PCR Convencional

GJ.
| = |
> F : L
, L | -
¥ : = 13
| | HR842
i i ' 12 Reacio
S ] 746ob . ]
i | 22 Reacio
; 356 pb !
*1638 - 1677
B) “Hemi-Nested” PCR em um dnico tubo de reagcdo
GJ4
5, ] Iz \ 3,
3’ i : : 5’
! | = = ;
: . PGF03 |
: HR342 | 12 Reacio
| ] 746 bo |
L 5 T
' 22 Reacdo
| 356 bp |
HUF UNVRE16
==
| 689 bo |
| . 1* Reacéo
5, E , 3!
3 5
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Figura 2 . Representagdo esquematica dos sistemas de amplificacdo baseados em PCR.
A) Os oligonucleotideos GJ1 e HR842, utilizados na 1?2 reagdo, produziram um fragmento
de 746 pb. A partir da introdugdo do PGFO3 com o seu par HR842 caracterizando a 22
reagao foi formado um amplicon de 356 pb. B) As 12 e 22 reagbes de amplificagdo por
STHNPCR, juntamente com os oligonucleotideos HUF e UNVRE16, formando um

amplicon de 689 pb, de forma a avaliar a qualidade da amostra individual.

RESULTADOS

Identificagdo e avaliagdo da especificidade dos oligonucleotideos
desenhados, PFO1 e PGFO3, na reagdao de HNPCR.

As sequéncias conservadas no género Plasmodium sp. foram selecionadas
e usadas para o desenho dos oligonucleotideos internos PGFO1 (5°-TTT CTG
GAG ACG AAC AAC T-3') e PGFO3 (5-ACT AGT TTA AGA CAA GAG T-3)),
identificadas a partir do alinhamento do gene codificando o SSU rRNA de humano
e das diversas espécies de Plasmodium que infectam o homem. Os
oligonucleotideos foram desenhados visando o desenvolvimento de uma reagao
de “hemi-nested” PCR especifica para o género Plasmodium sp., sendo capazes
de amplificar parasitas em estagio sanguineo assexuado. Os resultados
mostraram a amplificacdo especifica do DNA genémico referente as espécies que
causam malaria humana: P. falciparum, P. vivax, P. malariae e P. ovale. Na 12
PCR (com os oligonucleotideos GJ1 e HR842) um amplicon de 746 pb foi
produzido. A 22 PCR, utilizando o oligonucleotideo ancorado HR842 e os
oligonucleotideos internos PGFO1 ou PGFO3, amplificaram produtos de 679 e

356 pb, respectivamente. Nao foi observado amplificagdo de DNA gendmico
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humano. Portanto, ambos os oligonucleotideos internos podem ser utilizados em
‘hemi-nested” PCR diagnostica para o género Plasmodium. Contudo, para os
experimentos subsequentes, selecionamos o PGFO3, que gerava o menor

fragmento, como o oligonucleotideo interno (Figura 3).

Limiar de detecgdao com DNA gendmico purificado de P. falciparum por PCR
simples e HNPCR

Utilizando DNA purificado de P. falciparum, foi realizada uma curva de
diluicdo de fator 10 seriada, variando de: 10 ng a 0,01 fg. Os experimentos
realizados com DNA genémico demonstraram que na PCR simples utilizando os
oligonucleotideos GJ1 e HR842, a quantidade minima detectada foi de 10 pg
(Figura 4A) e na “hemi-nested” PCR convencional (em duas etapas) foi de 0,01 pg

de DNA (Figura 4B).

Avaliagcdo da proporgcao dos oligonucleotideos internos e externos
utilizados na STHNPCR

Foram realizados experimentos para otimizar a propor¢ao de oligonucleotideos
internos e externos, de forma que a produgao do produto diagnéstico de 356 pb
fosse alcangado de maneira mais eficiente. Quando 0,5 ng de DNA gendmico foi
utilizado, o resultado obtido foi de dificil interpretagéo (FIG. 5A). Sendo assim, o
experimento foi repetido com uma quantidade menor de DNA (1 pg) (Figura 5B).

Com isso, a propor¢ao de 4 pmols de oligonucleotideos externos para 40 pmoles
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de internos (1:10) foi a que produziu uma banda diagndstica forte, na auséncia
aparente do produto resultante de oligonucleotideos externos. Essas quantidades

foram entao padronizadas para os experimentos subsequentes.

Limiar de deteccdo com DNA gendomico purificado de P. falciparum por
STHNPCR

Foi decidido testar um sistema que vinha sendo desenvolvido paralelamente para
o diagnostico de Schistosoma (anexo). Demonstramos experimentalmente que a
abordagem desenvolvida, quando aplicada ao diagnostico de Plasmodium era
especifica para deteccdo de DNA dos parasitas, ndo amplificando DNA dos
hospedeiros, como previsto teoricamente. O limite de deteccdo de DNA foi de
cerca de 0,1 pg para deteccao de Plasmodium (Figura 6A). Como mostrado na
Figura 6B, é possivel através da introdugdo de oligonucleotideos com
especificidade pelo DNA do hospedeiro, testar a qualidade da amostra individual e

diminuir as possibilidades de resultados falsos-negativos.

Relagao entre as sensibilidades obtidas através dos sistemas baseados em
PCR
As sensibilidades da PCR simples e STNHPCR foram 1000 e 10 vezes menores,

respectivamente, quando comparou-se com a “hemi-nested” PCR convencional.
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V1V2V3F1F2F3M1M2M3 010203 H1 H2 H3 C-MPM

<= (79 pb

Figura 3 - Analise em gel de agarose dos amplicons produzidos na 1 PCR, com os
oligonucleotideos GJ1 e HR842 (V1, F1, M1 e O1), na 2% PCR, com os oligonucleotideos
PGFO1 e HR842 (V2, F2, M2 e O2) e na 22 PCR com os oligonucleotideos PGFO3 e HR842
(V3, F3, M3 e O3).V, P.vivax; F, P. falciparum; M, P. malariae; O, P. ovale; H, Homo
sapiens. C-, controle negativo; M.P.M., Marcador de peso molecular (bandas referentes a 746,

679 e 356 pb). Os produtos de amplificagéo estao indicados por setas.
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Fig. 4A. PCR Simples Fig. 4B. HNPCR

1 23 45 6 78CM
1 234567 8C-M

<= 356 pb

G 746 pb

Figura 4. Andlise em gel de agarose mostrando o limite de deteccédo da PCR simples (Fig. 4A) e
da “hemi-nested” PCR convencional (Fig. 4B) utilizando DNA de P. falciparum. As faixas 1, 2, 3,
4, 5, 6,7 e 8 correspondem a 10ng, 1ng, 100pg, 10 pg, 1pg, 100fg, 10fg e 1fg, respectivamente.
C- , controle negativo; M, Marcador de peso molecular. Os produtos de amplificacdo dos

oligonucleotideos GJ1 e HR842 (746 pb ), PGFO3 e HR842 (356 pb), estdo indicados por setas.
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Figura 5. Experimento realizado com 0,5ng (A) e 1pg (B) de DNA de P. falciparum, no
sistema de STHNPCR. Os produtos de amplificacdo de 746 pb (12 reacdo) e 356 pb (22
reacdo) estdo indicados por seta. As faixas de 1 a 7 correspondem a 40/40 pmoles; 40/4
moles es; 40/0,04 pmoles; 40/0,004 pmoles; 40/0 pmoles; 0/40 pmoles de
POtEA) STHNBE P : b P

ollgonucleotldeos internos/externos. Faixa 8, conlt.rcglse 2)3?3/8# e%g zorl‘\:eo;als

1 2 3 4 5 6 C-M

1 2 3 4 5 6 7 8 M

<= 356 pb
<4== (89 pb
<=m 356 pb

Figura 6. Eletroforese em gel de agarose, representando a quantidade minima de DNA de P.
falciparum amplificada pela STNHPCR (FIG. 6A) e com os oligonucleotideos universais de forma
a avaliar a qualidade da amostra (FIG. 6B). As faixas 1, 2, 3, 4, 5,6, 7 e 8 correspondem a 100
pg, 10 pg, 1pg, 100 fg, 10 fg, 1 fg, 0,1 fg e 0,01 fg de DNA, respectivamente. C-, controle
negativo; M, Marcador de peso molecular (bandas referentes a 689 e 356 pb) . Os produtos de
amplificacao dos oligonucleotideos PGFO3 x HR842 (356 pb) e UNVRE16 x HUF (689 pb), estéao

indicados por setas. 52



DISCUSSAO

A transmissdo da malaria através de transfusdo sanguinea constitui um
importante fator de risco em regides endémicas brasileiras, embora sua real
incidéncia seja desconhecida. Este evento pode estar contribuindo para a
disseminacédo da doenca em areas com transmisséo ativa e interferindo no seu
controle sobretudo pela dificuldade em diagnosticar portadores de baixa
parasitemia (Hang et al., 1995). A transmissao transfusional ocorre normalmente
com a utilizagdo de sangue total ou concentrado de hemacias contaminadas,
podendo ainda ocorrer com menor frequéncia através de concentrado de
plaquetas, leucdcitos, crioprecipitados ou plasmas frescos. Os principais
mecanismos envolvidos nesse tipo de transmissédo séo: a infeccado malarica sem
sinais clinicos com hipoparasitemia nos doadores e a viabilidade do Plasmodium
em amostras de sangue estocadas (Saez-Alquézar et al, 1998). As Normas
Técnicas em Hemoterapia nas areas endémicas, apenas recomendam a
realizacdo de exame parasitologico/hemoscopico para malaria, em regides
endémicas com transmissédo ativa e exames sorolégicos em regides endémicas
sem transmissao ativa, porém vulneraveis, propiciando condutas nao uniformes

em servicos de hemoterapia (Kiesslich et al,1997).
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Dessa forma, um dos elementos fundamentais no controle da malaria € dispor
de um diagnéstico precoce e tratamento eficaz do maior numero possivel de
portadores do parasita da malaria, com a finalidade de reduzir a fonte de infecgao
para os mosquitos e na aplicagdo de medidas antivetoriais eficientes (WHO,
1993). O diagnodstico de portadores de baixa parasitemia, que apesar de
frequentemente ndo apresentarem quadro clinico sugestivo, sdo capazes de
transmitir a doenca para o inseto vetor e sobretudo através de transfuséo
sanguinea em areas endémicas, pode contribuir para a diminuigdo dos indices de
malaria pos-transfusional e de morbimortalidade (Kiesslich et al., 1997).

Além da dificuldade em diagnosticar os casos hipoparasitémicos, outro
importante fator que contribui para a propagagao da doenca € a dificuldade em
diagnosticar infec¢gdes mistas através de exames parasitolégicos (Snounou et al
1993a; Rubio et al., 1999; Singh et al., 1999; Laoboonchai et al., 2001). Em geral,
as infeccbes mistas consistem em combinagdes de 2 ou mais das 4 espécies de
Plasmodium que infectam humanos, em paises endémicos. As 4 espécies,
causadoras da malaria em humanos, diferem grandemente nas manifestagcbes
clinicas, nas respostas as drogas antimalaricas, no seu potencial de transmisséo e
também nas respostas imunologicas do hospedeiro humano. A interagcdo entre
diferentes infecgbes parasitarias em um mesmo individuo podera resultar em
mudangas significativas no curso da doenca e no seu potencial patogénico
(Snounou et al, 1993b).

Novos métodos diagndsticos mais sensiveis sa8o necessarios,
especialmente por causa do aumento na prevaléncia dos plasmaodios falciparum e

vivax resistentes as drogas (Tirasophon et al, 1994). Os programas de controle
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requerem métodos diagndsticos sensiveis e precisos para a identificagdo de focos
de transmissdo, desse modo permitindo que os recursos limitados disponiveis
para o controle da malaria possam ser aplicadas adequadamente.

Mesmo assim, a microscopia € o método escolhido como exame de rotina no
diagndéstico de malaria em regides endémicos do Brasil, principalmente por causa
do seu baixo custo e rapidez. Contudo, a correta identificacdo das espécies de
Plasmodium e o nivel de deteccdo microscopica dependem de varios fatores: a
experiéncia do microscopista, o adequado procedimento de coloragdo das
ldminas, uma apropriada manuteng¢ao dos equipamentos e o tempo para a leitura
de cada lamina (Singh et al, 1999; Schindler et al., 2001).

A confirmagao laboratorial de infecgées malaricas requer a disponibilidade de
um teste rapido, sensivel e especifico. A alta positividade dos testes sorolégicos
para deteccdo de anticorpos, inviabiliza sua utilizagdo como instrumento de
triagem em areas endémicas, visto que o indice de exclusao pode exceder 80%,
de acordo com os resultados obtidos no estudo de Saez-Alquézar et al. (1998).
Desse modo, muitas pesquisas laboratoriais concentraram esforcos no
desenvolvimento de métodos alternativos para o diagnostico de malaria. Entre
eles estdo o teste do Quantitative Buffy Coat — QBC (Rickman et al., 1989), a
imunofluorescéncia indireta, o radioimunoensaio, o ELISA (Avila et al, 1996), os
testes imunocromatograficos (ParaSight-F, ICT Pf/Pv e OptiMAL) (Cooke et al.,
1999; Tjitra et al., 2001) e as sondas de acidos nucléicos (Barker, 1990). Porém, a
maioria destes testes tém apresentado limitada sensibilidade quando aplicados em

amostras coletadas de zonas endémicas.
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A técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi introduzida para
amplificar sequéncias especificas de DNA, sendo uma poderosa ferramenta no
diagndstico da malaria (Jaureguiberry et al., 1990; Snounou et al., 1993a).
Teoricamente € capaz de detectar um unico P. falciparum em 20 pul de sangue
humano (Barker Jr et al., 1992). Muitos estudos tém demonstrado uma maior
sensibilidade e especificidade em relagao aos exames microscépicos (Ciceron et
al, 1999; Rubio et al., 1999; Schindler et al., 2001).

Diversos genes de Plasmodium tém sido amplificados pela técnica de PCR,
dentre eles genes codificando antigenos de superficie (Viriyakosol et al., 1994), a
enzima sintetase timidilato-redutase deidrofolato - DHFR-TS (Arai et al., 1994), o
gene p126 (Zalis et al., 1996) e o gene codificando SSU rRNA (Schindler et al.,
2001). Os resultados publicados sugerem que o diagndstico por PCR sejam mais
promissores que a hibridizagao simples ou os métodos convencionais.

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

apropriados para a detecgao de amostras bioldgicas (Waters & McCutchan, 1989).
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Diferentemente da maioria dos organismos eucariotas, que apresentam
grande numero de genes codificantes de rRNA, o Plasmodium contém cerca de
quatro genes ribossomais (McCutchan, 1986). Dessa forma, justifica-se a
utilizacdo da “Nested” PCR como uma maneira de aumentar a sensibilidade de
deteccao.

As aplicagdes da técnica de PCR no diagnostico médico buscam condi¢des
de reagdes altamente especificas e eficientes, em vista da possibilidade da
obtencdo de resultados diagndsticos falsos-positivos, quando se trabalha com
ciclos de amplificagdo muito extensos.

Embora haja situagdes em que o diagndstico de malaria ao nivel da espécie
causadora seja importante, por outro lado, muitas vezes o diagndstico género-
especifico de Plasmodium é satisfatorio, como por exemplo, nas triagens em
banco de sangue. Dessa forma, no presente estudo, novos oligonucleotideos
foram concebidos com base na sequéncia primaria do gene codificando o SSU
rRNA, para deteccdo género-especifica de infecgdes malaricas. Os
oligonucleotideos foram construidos para serem empregados em sistemas
diagndsticos sensiveis e especificos baseados na metodologia da “nested” PCR.
Duas abordagens de “nested” PCR foram avaliadas: HNPCR e STHNPCR, ambas
mais sensiveis que a PCR simples.

Apesar de ja termos demonstrado a validade de se utilizar HNPCR no
diagnéstico da malaria, aqui substituimos um dos oligonucleotideos internos (GJ2)
utilizado anteriormente por Schindler et al. (2001), pois 0 mesmo nao apresentava
total complementariedade com todas as sequéncias de SSU rRNA de Plasmodium

disponiveis nos bancos de DNA. Isso foi feito no sentido de assegurar que de fato
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o sistema fosse capaz de detectar DNA de todas espécies. Avaliamos a
STHNPCR, desenvolvida em nosso laboratorio, por tratar-se de uma metodologia
baseada na “nested” PCR em um unico tubo, e consequentemente apresentar
menor risco de contaminacao cruzada.

A partir dos experimentos realizados com o objetivo de testar a
especificidade dos novos oligonucleotideos construidos (PGFO1 e PGFO3),
observou-se a amplificacdo especifica de DNA gendmico referente as espécies
que causam malaria humana e a ndo amplificagdo de DNA gendémico humano.
Apesar do 6timo desempenho de ambos, o PGFO1 nao foi selecionado para
participar dos sistemas de “hemi-nested” PCR, em combinagdo com o
oligonucleotideo HR842, devido ao tamanho do fragmento produzido (679 pb) ser
bastante préoximo do produzido na primeira reagado (746 pb), com os
oligonucleotideos GJ1 e HR842, dificultando a interpretagao do teste.

Através de ensaios realizados com DNA gendmico para a determinagao da

sensibilidade da PCR simples, HNPCR e STHNPCR , foi possivel detectar a

quantidade minima de 10 pg, 0,01 pg e 0,1 pg de DNA, respectivamente. O DNA
total contido em um merozoito corresponde a 0,02 pg, segundo Oquendo et al.

(1986), portanto a HNPCR ¢é teoricamente capaz de detectar menos que um

parasita. A técnica de HNPCR mostrou-se 1000 vezes mais sensivel que a PCR
simples, enquanto que a STHNPCR foi 100 vezes mais sensivel que a PCR
simples. De fato, as vantagens, em termos de sensibilidade, ja haviam sido
notadas por Snounou et al. (1993a,b) e Singh et al. (1999).

Em contraste com a PCR simples, foram observadas na “hemi-nested”

PCR, bandas de intensidade constante no gel de agarose, independentemente da
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quantidade de DNA alvo presente. Este efeito “tudo-ou-nada” de detecgao foi
também observado por Snounou et al. (1993b) para detecgdo de Plasmodium sp.
por “nested” PCR.

O resultado obtido, utilizando-se a técnica de HNPCR convencional,
demonstrou um aumento de 10X na sensibilidade em relacdo a STHNPCR. No
entanto, a STHNPCR apresenta vantagens compensatoérias, uma vez que o risco
de contaminagao € significativamente menor, pois o tubo de reagdo sé é aberto
uma unica vez para a introducdo da amostra de DNA com os reagentes e
permanecendo fechado até a finalizacdo da amplificacdo. Além disso, consome
menos tempo e reagentes no procedimento do método. A contaminagéo cruzada
durante a preparagdo das duas etapas na “hemi-nested” PCR é um grave
problema, havendo o risco de diagndsticos falsos positivos (Singh et al., 1999).

As vantagens da “nested” PCR incluem o aumento da sensibilidade,
especificidade e a diluicdo de eventuais inibidores presentes em amostras clinicas.
Por outro lado, a maior desvantagem é o aumento da probabilidade de
contaminagcado de amostras negativas com amplicons produzidos em amplificagbes
positivas, pois o tubo de reagdo contendo uma grande quantidade de produtos da
12 amplificacdo tem que ser abertos e manipulados para a preparagao da 22
reacao (Picken et al., 1996). Varios métodos baseados no principio da “nested
PCR” em um unico tubo ja foram descritos para a deteccdo de patdgenos
infecciosos (Ylitalo et al., 1995; Noyes et al., 1998). Entretanto esses métodos
utiizam conjuntos de oligonucleotideos com diferentes temperaturas de
anelamento, o qual restringe a sua utilizagdo, sendo possivel na presenca de

muitas sequéncias alternativas para o anelamento apropriado. Dessa forma houve
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a necessidade de se desenvolver um método baseado em “nested” PCR onde as
duas reagdes ocorressem em um unico tubo, com separagao fisica dos conjuntos
de oligonucleotideos externos e internos.

Varios investigadores também mostraram interesse em utilizar o SSU rRNA
para o diagnéstico por “nested” PCR, selecionando, contudo, alvos de
amplificacao diferentes. Snounou et al. (1993b), propuseram um sistema espécie-
especifico para a malaria humana, sendo possivel a deteccdo de 10 parasitas na
amostra, ou seja, uma quantidade equivalente 0,2 pg de DNA. Por esse método, a
deteccao de cada espécie se dava pela realizagao de varias amplificagdes, o que
tornava o diagndstico dispendioso. A tentativa de incluir todos os conjuntos de
oligonucleotideos espécie-especificos, em uma unica reagdo (chamada de PCR
multiplex) resultou numa baixa de sensibilidade e a capacidade de detectar
infecgdes mistas foi substancialmente reduzida (Snounou et al., 1993; Singh et al.,
1999).

Mesmo considerando que os resultados obtidos no presente estudo
apontam para uma alta sensibilidade de deteccdo de DNA alvo, é pertinente
lembrar que o procedimento de preparagao das amostras para PCR é fator crucial
para o desempenho da reacgdo, sobretudo pela presenca de inibidores. Nessa
diregdo, varios pesquisadores enfatizam que distintos métodos de extracdo de
DNA, ocasionam diferentes desempenhos dos sistemas de PCR (Cox-Singh et al.,
1997). A presenca de inibidores de PCR € inconveniente, e muitas vezes dificulta
a interpretacdo dos resultados. Assim, para cada situagcdo de diagndstico a
relacao custo/beneficio da técnica deve ser avaliada. Sendo assim, aprimoramos o

método de STHNPCR para que a qualidade da amostra também pudesse ser
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avaliada. Seguindo uma estratégia semelhante a de Rubio et al. (1999),
introduzimos oligonucleotideos que permitiram a amplificagdo de rDNA de
hospedeiros vertebrados, na presenca ou auséncia de DNA do parasita.

O desenvolvimento de métodos mais simples, sensiveis e especificos para
o diagndstico da malaria, além de contribuir para os Programas de Controle local,
ajudara a diminuir a frequéncia de exames falsos negativos, sobretudo em
individuos com baixa parasitemia. Podem ainda serem utilizados na triagem de
doadores de sangue, no monitoramento da resposta clinica e terapéutica em
pacientes sintomaticos e na identificacdo de portadores assintomaticos para a
interrupgdo da cadeia de transmissao epidemioldgica, principalmente em regides

consideradas de maior risco para a transmissao da malaria no Brasil.
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CONCLUSOES

1. Os novos oligonucleotideos PGFO1 e PGFO3 podem ser utilizados em PCR

para deteccao de espécies plasmodiais que infectam seres humanos.

2. O limite de deteccédo da hemi-Nested PCR e da hemi-Nested PCR em um unico
tubo foi 10 fg e 100 fg respectivamente, sendo teoricamente capazes de detectar

menos que um parasita.

3. Apesar da hemi-Nested PCR em unico tubo ter sido menos sensivel do que a
hemi-Nested PCR convencional, apresenta a vantagem de oferecer menos risco

de contaminacéo.
4. Através da inclusdao de oligonucleotideos que amplificam apenas DNA do
hospedeiro, é possivel avaliar a qualidade da amostra, diminuindo potencialmente

a frequéncia de resultados falsos negativos.

5. Para a validagéo dos sistemas desenvolvidos, precisam ser realizados estudos

com amostras clinicas de individuos de areas endémicas.
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ABSTRACT

In order to achieve more sensitive and specific results, we developed a
novel single tube nested PCR (STNPCR) suitable for research as well as clinical
anayses. The approach was validated by detecting DNA from Schistosoma
mansoni and Plasmodium falciparum, parasites causing endemic human diseases.
Primers targeting the gene encoding the rRNA SSU were designed. The PCR
system comprised 60 cycles (92°C for 30s, 55°C for 30s, and 72°C for 1 min) in
which limiting concentrations of external primers (0.1 pmol/ul) participated of the
PCR without competition of internal primers during the first 15 cycles of the
reaction, and 1 pmol/ul of internal primers (immobilized onto the internal face of the
microtube cap) were introduced into the PCR system at cycle 16 by inverting the
microtube. The concentrations of the other components of the reaction were the
same used in standard PCR reactions. The NPPCR showed a detection limit of 10
fg of S. mansoni genomic DNA, being more sensitive than conventional PCR (1
pmol/ul primers, 30 cycles). Although the proposed assay was less sensitive than
the conventional 2-step nested PCR (detection limit of 0.1 fg/ ul), it is simpler, more
convenient, and the risk of cross-contamination is much lower, as the
amplifications are performed in a single tube that remains closed throughout the
entire process. We envisage applications such as detection of parasite DNA in
biological samples of vertebrate and snail hosts, and in cercarial contaminated
water collections. The system described here (patent pending) has also been
tested to detect Plasmodium DNA, and may be useful to detect with high sensitivity
and specificity other target DNA for which nested primers are available.

INTRODUCTION

The detection of specific DNA sequences by PCR has proved extremely
valuable for the analysis of genetic disorders and the diagnosis of a variety of
infectious disease pathogens (1-3). However, not unusually high sensitivity and
specificity is required for diagnostic purposes. In these situations, nested-PCR has
been devised to improve the PCR assay (1). Nested-PCR is a two-step procedure
in which the products of a first PCR using outer primers are reamplified using a
second set of inner primers located within the previously amplified sequence.
Although nested PCR is more sensitive than conventional PCR, an inherent
drawback is the need to open tubes after the first round of amplification to transfer
products to a second PCR amplification reaction that utilizes a different primer pair
or to introduce new reagents and/or primers (4). This process increases
dramatically the risk of cross-contamination of negative samples with amplicons
derived from positive specimens during the first round of amplification. Aiming at
minimizing the risk of cross-contamination, some proposals for single tube nested
PCR (STNPCR) were devised (5-11). Nevertheless, all of them are operationally
complex or require special designing of primers (12,13). Thus, the present paper
describes the design and development of a novel STNPCR in which the internal
primers are separated from the components of the first round of amplification by
immobilization onto the inside of the microtube cap (patent pending). In addition,
comparative data on the relative levels of sensitivity of the conventional PCR and
nested-PCR are presented. As diagnosis is one of the most common applications
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of SNTPCR, we validated the approach, specifically amplifying DNA from
Schistosoma mansoni and Plasmodium falciparum, parasites causing endemic
human diseases.

MATERIALS AND METHODS

Primers. Sequences of SSU rRNA respecting Schistosoma sp, Plasmodium sp,
Mus musculus, Homo sapiens, and Biomphalaria glabrata were aligned with tools
available at http:\\rrna. uia.ac.be, maintained by the Department of Biochemistry
and Molecular Biology of the University of Antwerp, Belgium. This allowed the
selection of possible targets for PCR amplification. Primers were designed using
the software @ DNASTAR (Lasergene). The primers Schfo11 (5'-
gttacgatcaggaccagtgt-3°), Schfo17 (5°-gtgctggtgggttgacgagttc-3°) and Schre19 (5°-
gttacgatcaggaccagtgt-3°), specific for Schistosma mansoni were constructed. In
addition, the universal primers Unvre16 (5°-ccggacatctaagggcatca-3") and Unvfo4
(5'-cgactcaacacgggaaaactca-3°) were also designed. The primers used for the
amplification of Plasmodium have been described previously (1).

DNA extraction. DNA was purified for PCR using the GenomicPrep Cells and
Tissue DNA lIsolation Kit (Amersham Pharmacia Biotech), following the instructions
of the supplier. The purified DNA was serially diluted to assess the detection limit
of the PCR assays.

Conventional PCR. A 50 (1l PCR reaction mixture was prepared containing 10
mM Tris-HCI, 50 mM KCI, 0.1 mg/ml gelatin, 1.5m M MgCl, 0.2 mM of each dNTP,
50 pmoles of each primer (Schfo17 and Schre19), 2.5 U of Taqg DNA polymerase
(Amersham Pharmacia Biotech), and 2 [l of the DNA solution was added into the
PCR mixture. Amplifications were carried out in 0.5 ml PCR tubes by using a
Touch Down Hybaid thermocycler. Programs were run for 30 cycles, consisting of
annealing at 55°C for 1 min, extension at 72°C for 1 min, and denaturation at 92°C
for 30 s. The tubes were heated at 92 °C for 3 min before cycling. Several negative
and positive controls were included each time PCR was undertaken to detect false
results due to contamination or variation in sensitivity.

Two-step nested PCR. This was performed using the same reaction mixture and
cycling conditions as reported for conventional PCR. Fifty pmols of outer primers
(Schfo11 and Unvre16) were used in the first PCR, and 50 pmols of internal
primers (Schfo17 and Schore19) were used in the second PCR. Two [l of the
products of the first PCR were used as templates for the second PCR.

Single-tube nested PCR (STNPCR). The reaction was optimized for
concentrations of deoxynucleosides triphosphates, Mg®*, outer and inner primers.
For the optimization of primer-pair-studies, STNPCR assays were set up using 1
ng and 0.1 ng of purified S. mansoni DNA as template, and various primer-pairs
ratios. The relative amounts of long, short and intermediate amplification products
were gauged by agarose gel electrophoresis. Ten [l containing 50 pmols of inner
primers (Schfo17 and Schre19) with traces of bromophenol blue were previously
immobilized onto the inside of the microtube cap by incubating the tubes at 37 °C
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until the solution had dried. The first amplification round consisted of 15 cycles
(92°C for 30 s, 50°C for 30s and e 72°C for 1 min), whereas the second round of
amplification consisted of 45 cycles (the annealing temperature was increased to
55°C). The first amplification round of the STNPCR was performed in a 50-[1
volume containing 10 mM Tris-HCI, 50 mM KCl, 0.1 mg/ml gelatin, 1.5m M MgCI2,
0.2 mM of each dNTP, 5 pmoles of outer primers (Schfo11 and Unvre16), 2.5 U of
Tag DNA polymerase (Amersham Pharmacia Biotech), and 2 [l of the DNA
solution was added into the PCR mixture. Thirty (Il of mineral oil were added to
overlay the reaction mixture. After the first round PCR, the thermocycler was
paused at 92°C, and the closed tubes were inverted several times to dissolve the
inner primers inside the cap, briefly centrifuged, and returned to the machine for
the second round of amplification.

PCR product analysis. Products (10 ul) were separated by electrophoresis in 1 %
agarose gels, and ethidium bromide stained gels were visualized and
photographed over an ultraviolet light using the MP4+ Polaroid System.

RESULTS

Optimization of primer-pair ratios. Experiments were carried out to optimize the
primer-pair ratio so that the best yield of the desired 721 bp short product could be
achieved (Figure.1). When 1 ng was used as template, the strongest band
appeared with the outer primer set/internal primer set ratio (OP/IP) of 1:10,
whereas the OP/IP 1:100 produced the most intense band when 0.1 ng of DNA
template was used, suggesting that the optimal ratio would be in this range. Thus,
we decided to use the ratio of 1:10 (5pmols: 50 pmols) in all subsequent
experiments.

Specificity of the STNPCR. Figure 2 showed that the novel STNPCR developed
was specific for the detection of Schistosoma DNA, not amplifying, as expected,
DNA from vertebrate or invertebrate hosts of the parasite.

Determination of the detection limit of the STNPCR. Ten fold dilutions of
purified DNA corresponding to 1ng, 0.1 ng, 0.01 ng, 1 pg, 0.1 pg, 0.01 pg, 1 fg and
0.01 fg were amplified. The detection limit was 1 fg of Schistosoma mansoni
genomic DNA (Figure 3). This detection limit is lower than that obtained by simple
PCR (1 pg), indicating that the STNPCR is 1000 times more sensitive. In
comparison to conventional two-step nested PCR (data not shown,), STNPCR was
just 10 times less sensitive. On the other hand, the risks of cross-contamination are
much lower.

The STNPCR was also tested for the detection of Plasmodium genomic DNA,
with similar results (data not shown), showing that the system can be easily
adapted for other targets provided nested pairs of primers are available.
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DISCUSSION

Conventional PCR is usually inefficient in the detection of rare target
sequences such as from low-level infectious organisms, or a few cancer cells
among a large population of normal cells. Nested PCR has been devised to
improve the sensitivity of the assay. Several studies have described the use of two-
step nested PCR in the detection of infectious organisms (1-3). The advantages of
nested PCR systems include increased sensitivity and specificity; and dilution of
inhibitory compounds that could be present in clinical samples. On the other hand,
the major disadvantage is the increased probability of carry-over contamination of
negative specimens with amplicons derived from positive amplifications, because
the reaction tubes containing high concentrations of the first amplification products
must be opened and manipulated to set up the second amplification (4).

In order to avoid this additional risk a number of methods have been
developed to perform the first and second rounds of PCR in a single tube, which
does not have to be opened until the amplicon analysis stage when the
amplification reaction itself is complete. One possible advantage of conventional
two-step nested PCR over STNPCR is the dilution of potential Taq polymerase
inhibitors during transfer of amplification products from the first step of amplification
to new reactions in the second stage of amplification (4). To achieve maximal
efficiency in STNPCR, inhibitors must be removed by an appropriate sample
preparation procedure. However, the advantage associated with significantly
decreasing the possibility of carry-over contamination outweighs this disadvantage.
Most of the methods devised to perform STNPCR are based on the use of pairs of
primers with different G+C contents, resulting in primers set with vastly different
annealing temperatures (4).(5-7,9-11) Nonetheless, this approach restricts the
selection of primers pairs, as pairs of primers with significantly different annealing
temperatures are required. This is clearly impossible for the amplification of DNA
stretches in which options for appropriate sequence are limited. Another approach
involves the physical separation of the components for the first and second round
of amplification, by means of a thin layer of mineral oil (14). Although conceptually
simple, this is not efficient, as the components of the second round PCR usually
cannot be kept properly separated during the time necessary to finish the first
amplification process. Other systems are based on the sequestration of reaction
mixture (including thermostable DNA polymerase) embedded into agarose resin
inside a central chamber of the reaction tube screw-top (15). Although creative, this
method is cumbersome, requiring the use of specially designed reaction tubes, and
upper cooling plates to protect the gel matrix. In addition the presence of agarose,
extraneous to the PCR reaction mixture, may interfere with the PCR. The same
comments can be applied to methods using trehalose matrix instead of agarose
(16).

To overcome the shortcomings of the approaches for STNPCR currently
available, we developed a very simple, reproducible and consistent system that
allows for single tube nested PCR. We have noticed that only the internal
oligonucleotides needed to be sequestered, and this could be efficiently done by a
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simple procedure in which the internal primers were immobilized by drying onto the
internal face of the microtube cap, and easily dissolved into the reaction mixture to
participate in the second round of amplification by inverting the PCR tube. In
addition, conveniently, standard PCR reaction and cycling conditions can be used
in the STNPCR devised. The first round of amplification includes limiting
concentrations of primers, so that they are exhausted at the completion of the first
PCR. Since the concentration of the outer primers is only 0.1 pmol/ul, the larger
product synthesized by them does not contribute significantly to the overall yield of
amplicons, the larger product serves only to boost the second stage amplification
reaction. When the first PCR was running, the primers for the second PCR were
not available to anneal to the template, and when the second PCR was running,
the outer primers were not practically available, because they were almost
completely used up during the first amplification.

Although we have only shown data respecting detection of Schistosoma
DNA, we have also adapted the STNPCR for the detection of Plasmodium DNA.
STNPCR can be used in all situations in which conventional nested-PCR is
indicated. In schistosomiasis, several applications for PCR can be envisaged:
detection of parasites in infected water collections, as well as diagnosis of infection
in vertebrate and invertebrate hosts. Indeed, a few approaches based on the
detection of Schistosoma DNA were published for the detection of the parasite in
snails (17,18), and cercaria contaminated water collections (19). In malaria, PCR
based diagnosis of malaria has been widely performed to detect infection in
humans and vectors, as well as to evaluate cure after chemotherapy (1,20). The
diagnostic system proposed herein can be easily adapted to be used for PCR
detection of other diseases.
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Figure 1. Agarose gel electrophoresis for the optimization of the proportion of
external and internal primers of STNPCR. A (1 ng) or B (0.1 ng) of S. mansoni
DNA were used under different external:internal primers picomolar ratios. Lane 1,
50:50, lane 2, 5:50, lane 3, 0.5:50, lane 4, 0.05:50, lane 5, 0.005:50, lane 6, 0:50,
lane 7, 50:0 M, molecular weight markers (A Hindlll). The arrows indicates the
sizes of the amplicons.

Figure 2. Agarose gel electrophoresis showing that the STNPCR amplifies
specifically DNA of Schistosoma. 1 ng genomic DNA of each species was used.
Lane 1, S.mansoni; lane 2, human; lane 3, snail; lane 4, mouse. M, molecular
weight markers (A Hindlll). The arrow indicates the diagnostic amplicon.

Figure 3: Agarose gel electrophoresis showing the detection limit of PCR (A) and
STNPCR (B). The amounts of S.mansoni genomic DNA in panel A are: Lane 1, 10
ng, lane 2, 1 ng, lane 3, 0.1 ng, lane 4, 10 pg, lane 5, 1 pg, lane 6, 0.1 pg, lane 7,
10 fg, lane 9, 1 fg, and in panel B: Lane 1, 0.1 ng, lane 2, 10 pg, lane 3, 1 pg, lane
4, 0.1 pg, lane 5, 10 fg, lane 6, 1 fg, lane 7, 0.1 fg. M, molecular weight markers (A
Hindlll). The arrow indicates the size of the amplicon.
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