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RESUMO

0 estudo foi desenvolvido com o objetivo de caracterizar os gendtipos da proteina circunsporozoita de Plasmodium vivax, circulantes em drea
periférica da Ilha de S3o Luis, Maranhdo. Foram obtidas amostras de sangue para exame parasitolgico direto (gota espessa) de 126 individuos, dentre
os quais, foram coletadas também 109 amostras para diagndstico molecular, por reacio em cadeia da polimerase. O exame parasitoldgico demonstrou
apresenca de Plasmodium vivax em 2 individuos, sintomdticos, enquanto o estudo molecular foi positivo para o Plasmodium vivax em 7 individuos
(2 sintomdticos e positivos na gota espessa e 5 assintomaticos e negativos na gota espessa). Em dois havia associagio com Plasmodium falciparum.
A genotipagem das amostras de Plasmodium vivax revelou a variante VK 210, havendo associa¢do com a variante VK 247 em duas delas.
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ABSTRACT

This study was developed with the aim of characterizing Plasmodium vivax circumsporozoite protein genotypes on the Island of S2o Luis, Maranhdo.
Blood samples were taken for direct parasitological examination (thick blood film) from 126 individuals. Among these individuals, 109 samples were also
taken for molecular diagnosis by means of the polymerase chain reaction. The parasitological examination showed the presence of Plasmodium vivax
in two symptomatic individuals, while the molecular study was positive for Plasmodium vivax in seven individuals (two symptomatic and positive from
the thick blood film and five asymptomatic and negative from the thick blood film). Two samples showed an association with Plasmodium falciparum.
Genotyping of the Plasmodium vivax samples showed that the VK 210 variant was present. This was associated with the VK 247 variant in two samples.
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Variacbes no gene da proteina circunsporozoita (CSP) da
espécie Plasmodium vivax foram reveladas por estudos realizados
nas ultimas décadas™ . A primeira variante seqiienciada e que
se caracteriza pela presenca de um nonapeptideo repetido em
tandem no dominio central da proteina, foi denominada VK210,
considerada a forma cldssica de Plasmodium vivax. Em cepas
da Tailandia foram descritas variacdes no referido nonapeptideo,
sendo essa variante conhecida como VK247%. Posteriormente,
em Papua Nova Guiné, foi relatada a existéncia de uma variante
denominada Plasmodium vivax-like, por ser morfologicamente
semelhante ao Plasmodium vivax, mas por diferir na seqiiéncia
repetitiva da regido central da CSP, bem como por induzir resposta
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imune diferente dos dois tipos anteriormente descritos'. As
trés variantes tém sido demonstradas em diferentes partes
do mundo® ° 7. No Brasil, estas variantes foram identificadas,
inicialmente, por métodos soroldgicos aplicados em amostras
procedentes do Estado de Sao Paulo*e de comunidades indigenas
da regido Amazonica’. Estudo empregando peptideos sintéticos das
regioes repetitivas da CSP das trés variantes de Plasmodium vivax,
identificou a presenca de anticorpos em amostras de pacientes de
uma comunidade endémica do Estado de Rondonia'2.

Estudos moleculares confirmaram a presenca desses tipos
variantes nos Estados de Rondonia, Amapd, Pard’ e Amazonas',
descrevendo a ocorréncia do Plasmodium vivax VK210 em
infec¢es puras, enquanto as variantes VK247 e Plasmodium
vivax-like foram evidenciadas apenas em infeccdes mistas,
tendo sido constatada correlacio do genétipo encontrado do
Plasmodium vivax com diferentes graus de parasitemia’, além
de comportamentos clinicos e resposta terapéutica distintos' ".

A transmisso desta espécie, num padrio endémico, na Ilha
de Sdo Luis, motivou o desenvolvimento do estudo que teve por
objetivo caracterizar os gendtipos da proteina circunsporozoita
do Plasmodium vivax e, portanto, as variantes da espécie. Além
disso, propods-se a comparagio de métodos microscopicos e
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moleculares para a caracteriza¢io de individuos com possivel
infeccfio assintomatica.

MATERIAL E METODOS

0 estudo foi desenvolvido na localidade de Guarapiranga,
situada em drea de preservagdo ambiental, no municipio de Sio
José de Ribamar, a 30km de S@o Luis, no periodo de janeiro a
julho de 2005. A populagdo, constituida por 207 pessoas, exerce
como atividades econdmicas principais a pesca e a agricultura
de subsisténcia, podendo ser caracterizadas como precdrias
as condigdes de vida locais' 7. Foram incluidos todos os
individuos que concordaram em participar, ap6s consentimento
informado. Menores de idade tiveram a autorizacdo dos pais ou
responsaveis.

0 exame parasitologico direto foi feito pelo método da
gota espessa de sangue periférico, seguindo os procedimentos
descritos no Manual de Diagndstico Laboratorial da Maldria
do Ministério da Satide"'. As 1aminas foram acondicionadas
e transportadas ao laboratério do Centro de Referéncia em
Doencas Infecciosas e Parasitdrias da Universidade Federal do
MaranhZo (CRDIP/UFMA), onde foram coradas com Giemsa e
submetidas 2 contagem parasitiria em, pelo menos, 200 campos
microscopicos, com aumento de 1.000 vezes.

Para a confirmacdo molecular da infec¢io maldrica,
amostras de sangue foram obtidas por puncio venosa periférica,
acondicionadas em tubos contendo EDTA e mantidas sob
refrigeragiio (-20°C) até o processamento no laboratério do
Centro de Investigacdo de Microrganismos da Faculdade de
Medicina de Sdo José do Rio Preto (FAMERP).

0 DNA foi extraido do sangue total utilizando o método de
fenol-cloroférmio e o diagnéstico, realizado pelo protocolo de
PCR aninhado, utilizando oligonucleotideos iniciadores espécie-
especificos® . A genotipagem da CSP do Plasmodium vivax foi
realizada pelo método PCR/RFLP como descrito por Alves e
cols?, 2007.

RESULTADOS

Foram incluidos 126 individuos dos quais foram coletadas 126
gotas espessas de sangue periférico para o estudo parasitologico
direto e, dentre estes, 109 amostras de sangue para andlise
molecular. A distribui¢do por sexo e idade dos participantes é
apresentada na Tabela 1. Foram diagnosticados, em exames
parasitologicos diretos, dois casos de maldria sintomdtica,
caracterizada por febre elevada e calafrios: O primeiro, tratava-
se de uma crianga do sexo feminino, de trés anos de idade, cuja
parasitemia foi 22.172 parasitas/mm®; o segundo, paciente do
sexo feminino, de 35 anos de idade, com parasitemia de 1.800
parasitas/mm?>.

Na comparagio dos resultados obtidos com os dois métodos
empregados, houve concordincia em 104 (95,4%) individuos,
sendo dois positivos na gota espessa (e sintomdticos) e 102
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negativos na gota espessa (e assintomaticos). Em cinco individuos
assintomaticos, e cuja gota espessa fora negativa, a PCR apresentou
positividade para Plasmodium sp (Tabela 2). A espécie
Plasmodium vivax foi identificada em todas estas amostras,
havendo associacio com Plasmodium falciparum, em duas
delas. Dentre estes cinco individuos, um tinha histéria pessoal e
familiar de maldria anterior; um tinha histdria familiar de maldria
prévia (nos dois casos os episddios maldricos anteriores tinham
ocorrido no ano 2000); outros dois residiam na mesma casa de
um dos pacientes sintomdticos e positivos na gota espessa, no
momento da pesquisa. Finalmente, em relacio a um paciente
néo havia historia pessoal ou familiar de malaria.

A genotipagem das amostras de Plasmodium vivax revelou
a variante VK 210 em todas as amostras analisadas. Em apenas
uma, havia associacio com a variante VK 247. Nio foi detectado
Plasmodium vivax-like em nenhum individuo.

Os individuos assintomdticos, cujos exames moleculares
foram positivos para Plasmodium sp foram acompanhados,
prospectivamente, por um ano, nio apresentando sintomas de
maldria, apesar de nfo terem recebido tratamento especifico.

TABEIA 1

Distribuicao dos participantes do estudo por sexo e idade, Guarapiranga, Ilha de
Sio Luis, MA, 2005.

Sexo
Idade (anos) masculino feminino Total
0-2 6 7 13
3-9 16 11 27
10-19 16 9 25
20-29 8 10 18
30-39 11 7 18
40-49 5 2 7
50-59 3 4 7
> 60 6 5 11
Total 71 55 126
TABEIA 2

Métodos empregados no diagndstico de maldria, Guarapiranga, Ilha de Sdo Luis,
MA, 2005.

Nimero de amostras

Método sintomdticos assintomdticos

diagnéstico pos neg pos neg Total
Gota espessa 2 0 0 124 126
PCR 2 0 5 102 109

pos: positivo, neg: negativo, PCR: reacdo em cadeia da polimerase

DISCUSSAO

A maldria ocorre em dreas periféricas da Ilha de Sdo Luis,
onde as condicbes ambientais e de vida da populagio favorecem
aproliferagio do vetor e a transmissio do agente etiologico'® 1477,
Com excecdo de oito casos devidos ao Plasmodium falciparum,
diagnosticados em 1980 na localidade de Guarapiranga'®, nas
tltimas décadas o Plasmodium vivax tem sido responsavel pela
totalidade dos casos de maldria nessa drea, bem como em toda a
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Tlha de Sdo Luis. No ano 2000, houve acentuacio da transmissao,
tendo sido relatados 63 casos. Houve 26 casos em 2001; 17, em
2002; 24, em 2003, enquanto em 2004 e 2005 foram registrados
5 e 2 casos, respectivamente. O acompanhamento dos pacientes
mostrou a apresentacio clinica cldssica, sem sinais de gravidade
e resposta satisfatéria ao tratamento com cloroquina, associada
a primaquina, numa observacio que difere daquelas assinaladas
em outros estudos desenvolvidos na regido amazonica'.

0 estudo ora apresentado permitiu identificar os gendtipos
VK210 e VK247 no Estado do Maranhio, apesar do pequeno
mimero de amostras positivas e, de acordo com outros estudos’,
a variante VK 247 esteve presente em infec¢Zo mista com a
VK210.

Néo permitiu, no entanto, esclarecer o real significado do
achado de PCR positivo para Plasmodium sp em cinco individuos
assintomdticos e negativos no exame parasitologico de sangue
periférico. Ndo estd claro se estes individuos teriam papel
efetivo na dinimica de transmissdo e na manutencio do padrio
endémico da maldria no local, que conta com uma populagio
pouco numerosa, estivel e com pequeno movimento migratorio.
Neste aspecto, destaca-se o fato de quatro dos referidos individuos
terem histdria pessoal ou familiar de maldria, assim como convivio
com pacientes maldricos no momento da pesquisa. No entanto,
nenhum destes, assim como aquele que nfo tinha historia de
maldria, tornou-se sintomdtico durante o seguimento clinico feito
pelos autores por um ano.

0 encontro de marcador molecular para o Plasmodium
Jalciparum em duas amostras gerou, igualmente, especulagdes.
0 achado poderia traduzir a circulagio da espécie na localidade,
gerando infeccio assintomatica? Poderia sinalizar a possibilidade
do ressurgimento de casos autictones de maldria por esta espécie
na Ilha de Sio Luis? Por outro lado, os achados reforcam a
necessidade de se intensificar a atencio ao comportamento
clinico, laboratorial, terapéutico e epidemiolégico da doenga
naquela regido, considerando-se que estes aspectos poderiam ser
influenciados pelas variantes envolvidas na infecco’ °.
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