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RESUMO

A malaria é uma doenca que afeta milhdes de pessoas no mundo. O parasito
Plasmodium spp., agente etiolégico da maléria, pode ser transmitidos através de
picadas de mosquitos, transfusdo de sangue, compartiihamento de seringas ou no
nascimento. Atualmente, o diagndstico da malaria baseia-se na identificacdo de
parasitos em esfregacos de sangue por meio de microscopia optica (método de gota
espessa) ou deteccdo de resposta imunoldgica do hospedeiro humano. O
diagnoéstico de gota espessa pode ndo destinguir entre as espécies de Plasmodium
spp. morfologicamente semelhantes, sendo, portanto, limitado para os estudos
epidemioldgicos. Os testes moleculares comecaram a ser utilizados para a detecgao
simultanea de duas ou mais espécies de Plasmodium spp. em uma Unica reacao.
Neste trabalho, foi desenvolvido uma reagédo de PCR em Tempo Real quantitativa
(QPCR) em um chip de silicio, usando um microrreator que funciona como
termociclador portatil com detectores de fluorescéncia chamado Q3. Os resultados
do gqPCR no chip sdo comparaveis com os resultados obtidos com equipamentos
gPCR padrao (ABI7500). Tanto a PCR em Tempo Real no ABI7500 quanto a PCR
em Tempo Real no chip (Q3) foram capazes de amplificar todas as amostras
testadas, com o limite de detec¢do em 1,5 parasitas/microlitro de sangue com Ct de
33,5 na plataforma Q3 e Ct 354 na plataforma ABI7500. Utilizando como
comparacdo a deteccdo de Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax e
Plasmodium malariae em equipamentos padréo, os resultados obtidos na plataforma
Q3 demonstram a funcionalidade de um teste gPCR portatil para deteccédo e
diferenciacdo destas espécies. Considerando as conhecidas dificuldades de
transporte e estocagem dos testes moleculares com relacdo a manutencdo da
temperatura, aplicou-se a tecnologia da gelificacdo no teste em estudo, tornando-o
possivel de ser estocado a 4 °C por 24 horas sem perda de sensibilidade. Os
resultados aqui apresentados sdo o primeiro passo para o desenvolvimento de um
teste portatil, rapido, sensivel e especifico de diagndstico para a malaria, trazendo
solucbes de alta tecnologia a um passo de estar disponivel para as populacdes

negligenciadas.



Palavras-chave: malaria; Plasmodium; diagndstico; ponto de atendimento; qPCR;

lab-on-chip.



ABSTRACT

Malaria is a disease that affects millions of people worldwide. The parasite
Plasmodium spp., the etiologic agent of malaria, can be transmitted through
mosquito bites, blood transfusion, sharing needles or at birth. Currently, the
diagnosis of malaria is based on the identification of parasites in blood smears, by
detection of host immune response or by optical microscopy (thick film method). The
thick blood diagnosis method might not be able to distinguish between the species of
Plasmodium spp. which are morphologically similar, and therefore it has limited
application to epidemiological studies. Molecular tests began to be used for the
simultaneous detection of two or more species of Plasmodium spp. in a single
reaction. In this work, we developed a reaction of quantitative Real-Time PCR
(gPCR) on a silicon chip, using a microreactor as a portable thermocycler with
fluorescence detectors called Q3. The gPCR results on the chip are comparable to
those obtained with a standard qPCR equipment (ABI7500). Both real-time PCR in
ABI7500 as the Real-Time PCR chip (Q3) were able of amplifying all samples tested,
with a lower detection limit of 1.5 parasites/microliter of blood at a Ct of 33.5 in the
Q3 platform and 35.4 in the ABI7500 platform. Comparing the detection Plasmodium
falciparum, Plasmodium vivax and Plasmodium malariae on a standard equipment,
the results obtained with the Q3 platform demonstrate the functionality of a portable
gPCR assay to detect and differentiate these species. The reaction developed in this
work also detected a human gene as an internal reaction control. Considering the
known difficulties for transport and storage of molecular tests with respect to the
maintenance of temperature, we applied a gelification technology to our gPCR,
making it possible to be stored at 4 °C for 24 hours without loss of sensitivity. Results
presented here are the first step towards the development of a portable, rapid,
sensitive and specific molecular diagnostic test for malaria, bringing high technology

solutions one step closer to being available for neglected populations.

Keywords: malaria, Plasmodium; diagnostics; point of care; qPCR; lab-on-chip.



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 01 - Plasmodium spp NA FORMA DE MEROZOITO, DESTACANDO

ORGANELAS E ESTRUTURAS CELULARES. ..o 20
FIGURA 02 - CICLO DE VIDA DO Plasmodium spp. NO HOSPEDEIRO E NO
VETOR e 22
FIGURA 03 - INCIDENCIA PARASITARIA ANUAL (IPA), POR UNIDADE
FEDERADA (UF), NA REGIAO AMAZONICA, ENTRE 2010 E 2011. ......c.cc.coeuee.e. 28
FIGURA 04 - INCIDENCIA PARASITARIA ANUAL (IPA) NA REGIAO AMAZONICA,
ENTRE 2000 E 2011, ....uuiiiiiiiiiiiiii et e e eennes 29
FIGURA 05 - OBITOS OCORRIDOS POR MALARIA, ENTRE 2000 E 2011. .......... 29
FIGURA 06 - OBITOS OCORRIDOS POR MALARIA NA REGIAO AMAZONICA E
EXTRA-AMAZONICA, ENTRE 2000 E 2011L......cooiieeeieeeeeeeeeee e 30

FIGURA 07 - PLATAFORMA Q3 CONECTADA VIA USB EM UM COMPUTADOR
PARA VISUALIZACAO DO RESULTADO DA PCR EM TEMPO REAL (A); CHIP

PARA REACAO DE PCR EM TEMPO REAL NA PLATAFORMA Q3 (B)................. 36
FIGURA 08 - ESQUEMA DO PROCESSO DE GELIFICACAO, E POSTERIOR USO
PARA AS REACOES DE PCR EM TEMPO REAL NA PLATAFORMA Q3. ............. 43

FIGURA 09 - CURVA DE AMPLIFICACAO DA PCR EM TEMPO REAL - REACAO
LIQUIDA (A); CURVA DE AMPLIFICACAO DO PCR EM TEMPO REAL- REACAO

GELIFICADA (B). ..ottt ettt 45
FIGURA 10 - FIGURA DE AMPLIFICACAO DO DNA DE P. falciparum DA REACAO
PADRAO DE MENOR CONCENTRACAO DE INICIADORES E SONDA. ............... 46

FIGURA 11 - FIGURA DE AMPLIFICACAO DO DNA DE P. falciparum CONTENDO
3X INICIADORES E SONDA (A); AMPLIFICACAO DO DNA DE P. falciparum
CONTENDO 1X INICIADORES E SONDA (B). ..eveivteeeeseeeeeeeeeseeeeeeseeseeeeeeeeeeeee 47
FIGURA 12 - AMPLIFICACAO DAS TRIPLICATAS TECNICAS DE DNA P.
falciparum COM AS CONCENTRACOES DE TRES VEZES (3X) E CINCO VEZES
(5X) OLIGONUCLEOTIDEO PARA P. falciparum E RNASE P RESPECTIVAMENTE.

FIGURA 13 - CURVA PARA DETECCAO DE PCR EM TEMPO REAL SIMPLEX
DAS CURVAS DE DNA GENOMICO PARA P. falciparum NO APARELHO ABI7500.



FIGURA 14 - AMPLIFICACAO DO PCR EM TEMPO REAL DUPLEX DA CURVA DE
DILUICAO DE DNA DE P. falciparum DAS AMOSTRAS ARTIFICIALMENTE
CONTAMINADAS. ...ttt ettt ettt et te et e ettt e e teste e te e eaane s 51
FIGURA 15 - MEDIA DOS Ct DE DETECCAO DA REACAO LIQUIDA DA CURVA
PADRAO DO DNA P. falciparum DE PCR EM TEMPO REAL NA PLATAFORMA
ABI7500 E Q3 VERSUS A QUANTIDADE LOGARITMICA DE PARASITOS............ 53
FIGURA 16 - REPRESENTACAO DA DETECCAO DO PCR EM TEMPO REAL
DUPLEX GELIFICADO PARA A CURVA DE DILUICAO DE DNA DE P. falciparum
DAS AMOSTRAS ARTIFICIALMENTE CONTAMINADAS. .....cocoviiieeiieeeeeeeeeeenns 55
FIGURA 17 - MEDIA DOS VALORES DE Ct DA DETECCAO DA CURVA DE
DILUICAO DO DNA DE P. falciparum DAS REACOES LIQUIDAS E GELIFICADAS
DE PCR EM TEMPO REAL NA PLATAFORMA Q3 VERSUS A QUANTIDADE
LOGARITMICA DE PARASITOS. .....oouiiviieecteeeee ettt sannn e 56
FIGURA 18 - DETERMINACAO DO LIMIAR DE DETECCAO DO CONTROLE
ENDOGENO RNAse P UTILIZANDO O DNA DE P. falciparum NO DIAGNOSTICO
DE PCR EM TEMPO REAL PARA MALARIA NA PLATAFORMA Q3. .......ccoveveuae. 57
FIGURA 19 - REPRESENTACAO DA AMPLIFICACAO PARA PADRONIZACAO
DAS REACOES LIQUIDAS DE P. falciparum (A); AMPLIFICACAO PARA
PADRONIZACAO DAS REACOES LIQUIDAS DE P. malariae (B); AMPLIFICACAO
PARA PADRONIZACAO DAS REACOES LIQUIDAS DE P. vivax (C). .....ccoveveunnn. 59
FIGURA 20 - FIGURA REPRESENTATIVA DA AMPLIFICACAO PARA
PADRONIZACAO DAS REACOES LIQUIDAS DE P. falciparum, P. malariae E P.
(41 VZ= VPSPPSRI 61
FIGURA 21 - FIGURA REPRESENTATIVA DA AMPLIFICACAO DAS REACOES
LIQUIDAS E GELIFICADAS NO CHIP COM DNA DE P. falciparum, P. malarie E P.
1177z R 61
FIGURA 22 - ANALISE COMPARATIVA DAS REACOES DE PCR EM TEMPO
REAL LIQUIDAS E GELIFICADAS NAS PALATAFORMAS ABI7500 E Q3. - P.
Falciparum (A); P.vivax (B) E P. malariae (C). ..........uuurumiimmmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinene 64
FIGURA 23 - ANALISE COMPARATIVA DAS REACOES DE PCR EM TEMPO
REAL LIQUIDA E GELIFICADA ENTRE AS ESPECIES P. falciparum, P. vivax E P.
malariae NAS PALATAFORMAS ABI7500 E Q3. ....c.covoveeieeeieeieeeeeeeee et 65



LISTA DE TABELAS

TABELA 01- SEQUENCIA DOS INICIADORES E SONDAS GENERO
ESPECIFICAS PARA AMPLIFICA(;AO DE DNA GENOMICO DE
Plasmodium spp UTILIZADOS PARA REALIZACAO DA PCR EM TEMPO REAL...40
TABELA 02 - DIFERENTES CONDICOES DE VARIACAO NAS
CONCENTRACOES DE OLIGONUCLEOTIDEOS UTILIZADOS DURANTE A
OTIMIZACAO DO TESTE DIAGNOSTICO ... 42
TABELA 03 - DIFERENTES CONDIQ@ES DE CICLAGENS UTILIZADAS DURANTE
A OTIMIZACAO TESTE DIAGNOSTICO ......viiveiicieciecieceeceeee et 42
TABELA 04 - MEDIA DOS Ct PARA P. falciparum E RNAse P PARA AS
REACOES COM CONCENTRACAO 1X E 3X DE OLIGONUCLEOTIDEOS............ 48
TABELA 05 - MEDIAS E VARIACAO DOS VALORES DE Ct PARA P. falciparum E
RINASE Pttt et e e e e e et e e e e e e e e a e e e aaeeeaan 50
TABELA 06 - ANALISE DOS RESULTADOS DAS MEDIAS E VARIACAO DOS
VALORES DE Ct CONSIDERANDO OS DIFERENTES PONTOS DA CURVA DE
DILUICAO DO DNA P. fAICIDAIUM. .......viiveeeiiieeeee et eeee e ee e ee e s 52
TABELA 07 - COMPARAQAO DE CICLOS DE DETECCAO DAS DIFERENTES
CONCENTRACOES DE PARASITAS - LIQUIDA E GELIFICADA NA PLATAFORMA
RSSO PPPPI 55
TABELA 08 - MEDIA DOS Ct DAS DILUICOES DE DNA P. falciparum PARA
DETERMINAC}AO DO LIMIAR DE DETECCAO DO CONTROLE ENDOGENO

TABELA 09 - MEDIA DE Ct OBTIDOS PARA A PADRONIZACAO DOS ENSAIOS
DAS REACOES LIQUIDAS DE P. falciparum, P. malariae E P. vivaX. ............c........ 60
TABELA 10 - VALORES DAS MEDIAS DOS Ct DAS REACOES LIQUIDAS E
GELIFICADAS NO CHIP......o ettt ettt en s 62
TABELA 11 - VALORES DE MEDIA E VARIACAO DOS Ct DAS REACOES DE
PCR EM TEMPO REAL LIQUIDAS E GELIFICADAS NAS PALATAFORMAS
F = 21010 I = < TR 63
TABELA 12 - CONDICOES EXPERIMENTAIS OTIMAS PARA PCR EM TEMPO
] I N[0 3@ Fc TSRS 66



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

CDC - Centers for Disease Control and Prevention

Ct - Cycle threshold

FAM - (6-carboxyfluorescein)

HEX - (6-carboxy-2, 4, 4, 5, 7, 7 - hexaclorofluoresceina succinimidyl éster
IBMP — Instituto de Biologia Molecular do Parana

IPA - indice parasitario anual

IPEPATRO - Instituto de Pesquisas em Patologias Tropicais
LOC - Lab-on-a-chip

LOD - Limite de Detecéo

MEMS - Sistemas microeletromecéanicos

OMS - Organizacdo Mundial da Saude

PCR - Reacdo em Cadeia da Polimerase

POC - Point of care

g.S.p - quantidade suficiente para

gPCR — PCR em Tempo Real quantitativo

RDT - Rapid Diagnostic Tests

RPM — rotacdo por minuto

SVS - Secretaria de Vigilancia em Saude



SUMARIO

N R0 ] 510070 T 16
2.1 HISTORICO ..ottt 18
2.2 EVOLUCAO DOS Plasmodium NO HOMEM .........ccccovieiieeieeeeeeeeeeeeee e, 18
2.3 HISTORICO DA MALARIA NO BRASIL.....coiiiiiiiiiieieiesieiee e 19
2.4 OS VETORES ...ttt e e e e e e et s eeeeeba e aeees 20
2.5 CICLO BIOLOGICO ...eiuiieiiiieesieie ettt sttt ese e enenas 21
2.6 MANIFESTACOES CLINICAS DAMALARIA........cooeveeeeeeeeeeeee e 24
2.7 EPIDEMIOLOGIA DA MALARIA ...ttt 26
2.7.1 SITUAQAO MUNDIAL .. e e e e e e eaaes 26
2.7.2 SITUACAO NO BRASIL ....ooviveceeceeceeee ettt 27
2.8 DIAGNOSTICO DA MALARIA. ..ottt 30
2.8.1 Microscopia Otica - PAArA0-0UIO .........uuiiieeeeeeeieeiiiiiee e e e e e e e e et e e e e e e eenaas 31
2.8.2 Testes imunocromatograficos rapidosS..........coovviviiiiiiiiee e e, 31
2.8.3 MEt0d0OS MOIECUIAIES ..o 32
2.8.4 Testes point of care baseados em microfluidica ..............c.ccooeeeeeee . 34
S OBUIETIVOS ..t e et et e e e e e e aa e aaees 37
5.1 OBIETIVO GERAL ...ttt e e e e e e e e 37
5.1.2 ODjJetiVOS ESPECITICOS. ....cceee e 37
6 METODOLOGIAS ...t e et e e e e et e e e e e et aeeeeenan e eaaees 38
6.1 AMOSTRAS UTILIZADAS. . ...t 38
6.1.1 Amostras utilizadas para o desenvolvimento e validag&o dos testes............... 38
6.1.2 Preparo das amostras para obtencdo das curvas padrao............cccceeeevevvvnnnnnn. 38
6.2 PCR EM TEMPO REAL ....ooie et 39

6.2.1 Controle negativo € CoNtrole INEIrNO...........oovviiiiiiiiiiiie e 41



6.2.2 PCR em Tempo Real para a plataforma ABI7500 Real Time PCR System

(Life Technologies) 41

6.2.3 PCR em Tempo Real para reacao liquida no chip na plataforma Q3............... 41
6.2.4 PCR em Tempo Real no Q3 para reacao gelificada no chip.............cccccvvvvnnnnn. 42
6.2.5 Sensibilidade e reprodutibilidade analitica do controle positivo do teste
diagndstico Q3 e Determinacdo do Limite de Deteccdo Otico (LOD)..........ccocveee.... 43
6.2.6 ANAIISES ESLALISUICAS ....evviiiiiiiiiiiiiiiii et 44
7 RESULTADOS E DISCUSSAO .....cviiieieeieeceeeeeeeee e ee ettt 45

7.1.1 Testes iniciais para padronizacdo dos ensaios com DNA P. falciparum.......... 45

7.1.2 Ensaios de padronizagdo para deteccdo da curva padrao e definicdo do limiar

(0 L0 (= (=T o o= Lo TSSO 50

7.2 DESEMPENHO COMPARATIVO DA PCR EM TEMPO REAL PARA AS
REACOES LIQUIDAS E GELIFICADAS NA PLATAFORMA Q3 EM FUNCAO DO

7.3 PADRONIZACAO DO CONTROLE INTERNO DA REACAO (DETECCAO DO
GENE HUMANO RNASE P) ..ottt 57

7.4 PADRONIZACAO DAS REACOES LIQUIDAS E GELIFICADAS PARA
DETECCAO DE DNA DE P. falciparum, P. vivax E P. malariae NA PLATAFORMA

7.5 DESEMPENHO DA PCR EM TEMPO REAL PARA REACOES LIQUIDAS E
GELIFICADAS NA PLATAFORMA Q3 E NA PLATAFORMA ABI7500 .........c.c.coueee... 62

7.6 ASPECTOS COMPARATIVOS ENTRE OS ENSAIOS MOLECULARES DAS

PLATAFORMAS TESTADAS ... ettt 64
B CONCLUSAD ..ottt 66
9 PERSPECTIVAS DO TRABALHO ..ottt 67

REFERENCIAS . ...ooe e et e et e e e e et e e e e ettt e e e e e et e e e e e eetr e e e e aeranes 69



16

1 INTRODUCAO

A malaria, uma das principais doengas parasitarias no mundo, é considerada
uma das patologias mais antigas do planeta. O seu agente etioldgico € transmitido
pela picada de fémeas de mosquitos do género Anopheles infectadas. Cinco
espécies podem parasitar o homem: Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax,
Plasmodium malariae e Plasmodium ovale.

O Plasmodium spp. possui um ciclo evolutivo complexo necessitando,
obrigatoriamente, de um hospedeiro vertebrado e outro invertebrado. A fase
assexuada ocorre no hospedeiro vertebrado enquanto a reproducdo sexuada ocorre
no hospedeiro invertebrado. A malaria caracteriza-se por surtos esporadicos e
transmisséo persistente. A resisténcia aos antimaléricos € um dos maiores desafios
para controle da doenca, levando a tratamentos ineficazes que contribuem para o
aumento da morbidade e mortalidade.

A malaria humana é considerada a doenca parasitaria mais importante
devido as elevadas taxas de mortalidade e morbidade. Estima-se que houve 207
milhdes de casos de malaria em todo o mundo no ano de 2012. No Brasil, a regido
da Amazébnia Legal é considerada endémica com 99,7% da transmissao, ocorrendo
a transmissdo de trés espécies de parasitos da malaria: Plasmodium vivax,
Plasmodium falciparum e Plasmodium malariae. A ocupacdo desregrada dos
espacos periurbanos tem sido relatada como um importante fator para ocorréncia de
casos de malaria em &reas urbanas.

O programa de controle da malaria no pais tem como base o diagnostico
precoce através da gota espessa, pela coloracdo de Giemsa. Este método é
considerado o0 padrdo ouro em diagndsticos, porém apresenta desvantagens na
diferenciacdo das espécies bem como na identificagdo em baixa parasitemia. Um
bom diagnodstico deveria permitir a caracterizacdo da espécie infectante sendo
essencial para a definicdo do esquema terapéutico e acompanhamento do paciente.
Devido a importancia no diagnostico de maléria, varios métodos tém sido estudados
e desenvolvidos e novas tecnologias estao disponiveis. A partir da década de 80,
surgiram as técnicas moleculares que desencadearam novas perspectivas para o

diagndstico de varias doencas infecto parasitarias.
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A técnica molecular de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para
diagnostico da maléria baseia-se em sequéncias especificas dentro do RNA
ribossomal dos plasmédios, o gene 18S. Tendo visto que o gene 18S € um bom alvo
para a diferenciacdo de Plasmodium spp. por apresentar regides polimorficas
circundadas por regides conservadas que facilitam a diferenciacdo. Outra variacéo
da técnica molecular foi a PCR em Tempo Real (QPCR) que oferece vantagens em
relacdo a PCR convencional. Enquanto que na PCR convencional a visualizacao do
produto é realizada na fase platé apds o termino da reacdo, nha PCR em Tempo Real
0 produto pode ser detectado na fase exponencial da reacdo, desse modo a qPCR
pode ser utilizada para a quantificacdo exata do parasito no sangue dos individuos
infectados.

Recentemente, uma nova técnica molecular de q°PCR em chip (Lab-on-a
Chip), baseada em microfluidica tem sido validada para varios testes diagndsticos.
Esta técnica tem o potencial de combinar a alta sensibilidade de um teste molecular,
com a possibilidade de realizacao do diagnéstico préximo ao paciente (point of care)
em condi¢cBes precarias de campo, onde poucos recursos técnicos sao disponiveis.
Um exemplo é a plataforma Q3 (STMicroeletronics), composta de estrutura
compacta de custo acessivel que integra tecnologia de PCR, controle da
temperatura elétrica, iluminacdo e deteccdo Gtica utilizando o sistema de resolugéo
em escala de submicrometro denominada super-resolu¢cdo multi-frame pixel, para
analise molecular baseada em PCR em Tempo Real no chip.

O chip € composto de uma pastilha de silicio, fabricado usando a tecnologia
dos semicondutores selado com uma estrutura transparente formando seis camaras
de reacado. Este equipamento permite a realizacao de reagcdes com baixos volumes,
com capacidade de deteccdo para alvo multiplex, em até dois canais de
fluorescéncia.

Para resolver a questdo da estabilidade dos reagentes em temperatura
ambiente, existem alternativas como a liofilizagao ou gelificacéo (retirada parcial da
dgua da amostra). A técnica da gelificacdo consiste na adicdo de agentes
estabilizantes e moléculas antioxidantes antes de submeter & amostra ao vacuo
(BIOTOOLS B&M LABS, 2002). Desta forma, aproximadamente 15-20% das
moléculas de &gua permanecem na amostra, diminuindo o efeito inibitério do

ressecamento na atividade enzimatica necesséria para a PCR.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 HISTORICO

A malaria humana é provavelmente uma doenca tdo antiga quanto a
humanidade. Existem relatos e evidéncias arqueoldgicas que desde a pré-historia o
homem do Velho Mundo ja estava exposto a malaria (FERRARI, 1994; GARRET,
1995). O nome “malaria” tem origem italiana (“mal aria”, mau ar), pois se acreditava
que a doenca provinha das exposi¢cdes aos eflivios venenosos das aguas dos
pantanos (FAERSTEIN, 1984). Febres intermitentes caracterizadas como provavel
infeccdo por maléaria foram relatadas em textos médicos na China, Mesopotamia,
india e Egito (DEANE, 1992; FERRARI, 1994). No século IV a.c, os médicos gregos
caracterizavam a maléria relatando os tipos febris: cotidiano, tercd e quarta.
Hipdcrates descreveu clinicamente os quadros tipicos febris, claramente enfatizando
a esplenomegalia e hepatomegalia, além de relacionar a cura da doenca a reducao
do baco e do figado (KROGSTAD, 1995; DEANE, 1992).

Em 1874, o médico alemao Johann Meckel observou pigmentos escuros no
sangue e em orgdos de individuos que haviam morrido de doenca febril permitindo
com isso, que estudos para encontrar 0 agente causador da malaria se
intensificassem. Em 1880, na Argélia, Charles Louis Alphonse Laveran, um médico
do exército francés, observando esfregaco de sangue periférico de soldados que
morreram com febre quartd, visualizou eritrocitos infectados em processo de
exoflagelacdo, mostrando o protozoario causador da doenca (OPAS/OMS, 1975;
AVILA, 1994; SOUZA, 1997).

2.2 EVOLUCAO DOS Plasmodium NO HOMEM

Inicialmente o parasito denominado de Oscillaria malariae por Laveran
incluia todas as espécies (FERRARI, 1994). Em 1885, Marchiafava e Celli
redescreveram o parasito e criaram o0 género Plasmodium. Em 1886, Golgi
descreveu as sucessivas fases da evolucdo do parasito no sangue correlacionando
a fase final do desenvolvimento do parasito com a periodicidade entre 0os acessos
febris e revelou a diferenca dos ciclos evolutivos dos agentes da ter¢cad benigna

(febre a cada 48 horas) e quartd (febre a cada 72 horas) com seus respectivos
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agentes etioldégicos (FERRARI, 1994). Em 1890, Grassi e Feletti, nomearam as
espécies da tercd e da quartd respectivamente, de Haemamoeba vivax e
Haemamoeba malariae. Em 1897, Welch encontrou os gametdcitos do parasito e
denominou de Haematozoon falciparum, sendo o agente da febre do tipo terca
maligna com periodos febris a cada 36 ou 48 horas, modificando posteriormente
para o género Plasmodium spp. (SOUZA, 1997).

Patrick Manson (1894) sugeriu que a transmissdo da maléaria dava-se por
meio de insetos hematdéfagos e que as temperaturas das regides tropicais
influenciam o desenvolvimento do mosquito. Ronald Ross (1894) confirmou a teoria
de Manson, estudando malaria em aves (PESSOA, 1978). Porém, foi em 1898
guando Ronald Ross destacou a evolucdo de oocistos na luz do estbmago dos
mosquitos que a transmissdo do Plasmodium foi reconhecida. Em 1900, Grassi
realizou completamente a descricdo do ciclo evolutivo do agente etiolégico da
malaria humana nos mosquitos do género Anopheles (CASTRO, 1993).

Laveran identificou o protozoario Plasmodium spp. e possibilitou a definicdo
da espécie P. malariae, por Bray (1959). Entretanto, demorou cerca de 80 anos de
pesquisa para o descobrimento do ciclo evolutivo das quatro espécies de

Plasmodium no protozoario e nos hospedeiros.

2.3 HISTORICO DA MALARIA NO BRASIL

A maléria apresenta endemia no Brasil desde a colonizacdo. No século XVII,
Yves d’Evreux relatou que na expedicdo ao Maranhdo os franceses contrairam
tercas, quartds e outras febres de tipo incerto, ocorrendo 0 mesmo com 0S
holandeses quando ocuparam a regido Nordeste, onde o Conde Mauricio de Nassau
foi acometido de acessos febris por trés meses seguidos. Os bandeirantes também
pereceram de “febres intermitentes” ou “febre dos pantanos”, essa expressao é
devida a acreditarem que as manifestacdes eram ocasionadas pelas emanacoes
nocivas provenientes dos charcos, lagoas e rios da mata virgem nos sertbes que
exploravam. No século XVIIl, no ano de 1772, foi notificado alto indice de
mortalidade por malaria, dentre os soldados que combateram contra os castelhanos,
na colonia de Iguatemi, na capitania de Goias (SANTOS FILHO,1991).

A malaria se propagou no inicio do século XIX, recebeu varias

” oo Xu o on non

denominacgfes como: “mal dos tropicos”, "tercd”, "terca continua", "quartd” e "quarta
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continua", e também "sezfes" e "maleitas”; disseminou pelo Brasil e ficou conhecida
como doenca intermitente” (SANTOS FILHO, 1991).

2.4 OS VETORES

Os mosquitos anofelinos transmissores da maléria pertencem ao Filo
Apicomplexa, Classe Sporozoa, Ordem Coccidiida, Subordem Haemosporidiiae,
Familia Plasmodiidae e género Plasmodium spp.; definido como um grupo
monofilético que possui trés tipos de organelas de invasédo na extremidade apical -
roptria, micronema e granulos densos (FIGURA 01) (VIVIER & DESPORTES, 1989).
O protozoario manifesta-se clinicamente no hospedeiro por meio de febre periddica,
anemia e outras sintomatologias resultantes do envolvimento fisiopatolégico da
doenca (MAEGRAITH & ADAMS, 1960; FERRARI, 1994).

MitocOndria Microtubulo

Plastideo Camada externa

Nucleo

Micronema

Ribossomos Roptria

Granulos densos

FIGURA 01 - Plasmodium spp NA FORMA DE MEROZOITO, DESTACANDO ORGANELAS E
ESTRUTURAS CELULARES.
FONTE: COWMAN E CRABB. CELL, 2006; 124: 755-6.

Cerca de 150 espécies de mosquitos sdo conhecidas como transmissoras
de malaria em diversos hospedeiros vertebrados, dentre estas, quatro espécies
parasitam frequentemente o homem: Plasmodium falciparum (WELCH, 1897),
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Plasmodium vivax (GRASSI & FELETTI, 1890), Plasmodium malariae (LAVERAN,
1881) e Plasmodium ovale (STEPHENS, 1922), considerando que P. ovale esta
restrita ao continente africano, regides da Asia e ilhas do Pacifico (COLLINS &
JEFFERY, 2005; GREENWOOD et al., 2005). Estudos descritos na Asia apontam a
descoberta da quinta espécie de Plasmodium humano, o Plasmodium knowlesi, que
infecta naturalmente primatas ndo-humanos do continente asiatico, visto que essa
espécie tem causado Obitos na populacdo humana (WHITE, 2008; GALINSKI &
BARNWELL, 2009; CDC, 2009). O P. knowlesi foi identificado como agente
causador de malaria em vérios paises: Tailandia (JONGWUTIWES et al., 2008),
Vietnd (EEDE et al., 2009), Malasia (VYTHILINGAM, et al., 2008; BRONNER et al.,
2009), Singapura (NG et al., 2008), Mianmar (ZHU & ZHENG, 2006) e Filipinas
(LUCHAVEZ et al., 2008).

2.5 CICLO BIOLOGICO

Entender profundamente em todos os seus aspectos o ciclo do Plasmodium
€ extremamente importante para conduzir estudos que visam controlar o parasito
através de alvos quimioterapicos e diagndsticos de forma precoce. Os Plasmodium
possuem ciclo evolutivo complexo e necessitam, obrigatoriamente, de um
hospedeiro vertebrado e outro invertebrado (FIGURA 02). A reproducdo assexuada
ocorre no hospedeiro vertebrado enquanto que a sexuada ocorre no invertebrado
(HALL et al., 2005).

O esporozoito € a forma infectante para o hospedeiro vertebrado, inoculado
durante o repasto sanguineo por meio da probéscide do anofelino que penetra na
pele do hospedeiro. Durante o repasto sanguineo sdo depositados entre 15 a 200
parasitos sob a pele do hospedeiro. Os esporozoitos ndo alcancam a circulagéao
sanguinea logo que séo injetados, podendo permanecer por horas na pele (MOTA &
RODRIGUEZ, 2004; AMINO et al., 2006; SINNIS & ZAVALA, 2008). As formas que
escapam do sistema imunoldgico atravessam as células de Kupffer por meio de
vacuolo parasitéforo, atingem a circulagdo sanguinea, migram para o figado e
penetram nos hepatdcitos (AMINO et al., 2006; YAMAUCHI et al., 2007). O figado e
0 baco eliminam na corrente circulatoria, por meio dos fagocitos, grande parte dos
esporozoitos. As principais proteinas da superficie dos esporozoitos;
circumsporozoite protein (CSP) e thrombospondin-related adhesive protein (TRAP);
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ligam-se a proteoglicanas de heparan sulfato da superficie dos hepatécitos durante a
invasdo dos mesmos (MILLER et al., 2002).
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FIGURA 02 - CICLO DE VIDA DO Plasmodium spp. NO HOSPEDEIRO E NO VETOR
FONTE: UNIFESP (2013)

No interior dos hepatdcitos, 0s esporozoitos sofrem processo de
multiplicacdo por divisdo assexuada, conhecida como esquizogonia pré-eritrocitaria
por preceder o ciclo no sangue, originando os esquizontes, que se diferenciam e se
multiplicam formando milhares de merozoitos (10.000 a 15.000 para o P. vivax,
40.000 para o P. falciparum, 2.000 para o P. malariae e 15.000 para o P. ovale)
(PESSOA, 1982; REY, 1992). No caso do P. vivax e P. ovale, 0os esporozoitos
podem ndo se multiplicar por divisdo esquizogbnica, permanecendo latentes no
interior do figado, chamados de hipnozoitos. Essas formas podem ser responsaveis
meses ou anos apos a infecgdo, pelas recaidas da doenca (KROTOSKI, 1985).

Os merozoitos sdo liberados gradativamente na forma de vesiculas
denominadas merossomas, que atingem a circulacdo sanguinea e dao sequéncia ao
ciclo (STURM et al., 2006). Na circulagcdo sanguinea, muitos merozoitos penetram
novamente os hepatdcitos e sdo fagocitados e destruidos pelas células de Kupffer
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enquanto outros sobrevivem e invadem os eritrocitos por meio de interagcfes
especificas entre a membrana do parasita e receptores especificos da superficie dos
eritrocitos encontrados nos micronemas € nas roptrias, responsaveis pela
mobilidade dos parasitos no deslizamento, na migracdo e invasdo (DVORAK &
MILLER, 1975).

O Plasmodium vivax invade reticulécitos e liga-se a um receptor eritrocitario
tanto para quimiocinas quanto para merozoitos; a glicoproteina Duffy, e o P.
falciparum liga-se a diversos receptores eritrocitarios (glicoforinas A, B e C) dando
continuidade ao ciclo eritrocitico (GAUR et al., 2004). Essa travessia, também
ocorre com 0S esporozoitos na pele do hospedeiro vertebrado, nas células que
revestem os hepatdcitos e na glandula salivar do mosquito (KAPPE et al., 1999).
Entdo, inicia-se o ciclo assexuado dos parasitos nas hemacias, responsavel pela
sintomatologia clinica da malaria caracterizada por calafrio, febre e sudorese
(VAUGHAN et al., 2008; ALY et al., 2009).

Dentro dos eritrocitos, ap0s o processo de invasdo, ocorre perda de
micronemas, réptrias e membrana. Os merozoitos diferenciam-se na forma em anel
do protozoario, denominada trofozoito jovem, que se desenvolve, divide seu nucleo
por esquizogonia e finalmente transforma-se no esquizonte. Dependendo da
espécie, cada esquizonte, origina um numero variavel entre 8 e 32 merozoitos, que
reiniciam o ciclo eritrocitico ao penetrarem em outras células sanguineas. Apés um
periodo de trés a 10 dias, que varia conforme a espécie, alguns merozoitos se
diferenciam em gametocitos masculinos e femininos, as formas infectantes para o
mosquito, onde ocorre o ciclo sexuado (DVORAK & MILLER, 1975; HADLEY et al.,
1986).

As fémeas dos anofelinos, ao se alimentarem do sangue de um individuo
infectado, ingerem 0s gametocitos iniciando nessa fase, o ciclo sexuado no
estbmago do inseto. Esses gametodcitos se diferenciam em gametas masculinos e
femininos, que sao fecundados produzindo zigotos. O zigoto na luz do estbmago do
mosquito modifica sua forma, torna-se alongado e movel sendo denominado
oocineto. Os oocinetos completam sua maturagcdo no intestino do hospedeiro
invertebrado, especificamente no bolo alimentar. Apés a maturacdo, 0s oocinetos
estdo aptos a realizarem o processo de invasdo na cavidade geral do mosquito
(BILLKER et al., 1997).
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Pouco se conhece sobre os detalhes deste processo de invaséo e ja foram
propostos alguns modelos na tentativa de entender esse evento. H4 uma proposta
de invasdo dos oocinetos, que ocorre nos pontos onde as membranas celulares
apicais de células adjacentes se encontram, chamada de time bomb (bomba-rel6gio)
(Kumar & Barillas-Mury, 2005). Essa proposta sugere que apoés a invasao, as células
entram em processo de apoptose, fragmentando o DNA genOmico e perdendo
microvilosidades (BARILLAS-MURY & HAN, 2000). Esse modelo de invasao
também foi observado atravessando o epitélio de Anopheles stephensi, em
oocinetos de P. falciparum (BATON & RANFORD-CARTWRIGHT, 2004) e invadindo
Aedes aegypti com P. gallinaceum (GUPTA et al., 2005).

ApoOs a invaséo, o oocineto sai das células epiteliais e entra em contato com
a lamina basal, induzindo a sua transformacdo em oocisto. As maquinarias de
replicacdo do DNA e de sintese de proteinas séo ativadas em cada oocisto, para
gerar a formacdo de milhares de esporozoitos, por um processo de amplificacdo
assexuada do numero de parasitos. Consequentemente, afina a capsula do oocisto,
surgindo perfuracdes, por onde 0s esporozoitos escapam (MEIS et al., 1992).
Liberados na hemolinfa, os esporozoitos invadem as glandulas salivares dos
mosquitos durante o repasto sanguineo e desse modo, sdo inoculadas as formas

infectantes no vertebrado.

2.6 MANIFESTACOES CLINICAS DA MALARIA

Apoés o periodo de incubacdo, as manifestacbes clinicas da malaria, que
normalmente ocorrem em padrdes ciclicos dependendo da espécie de Plasmodium
spp., se iniciam. Sintomas como inquietacdo, mal estar, falta de apetite, sonoléncia,
cefaleia e nauseas podem anteceder ao paroxismo febril caracteristico da doenca
(calafrio, febre e sudorese) (DE SOUZA et al., 2000). Depois da fase inicial, a febre
assume uma caracteristica intermitente na qual depende do tempo de duracéo dos
ciclos eritrociticos de cada espécie de Plasmodium: 24 horas para P. knowlesi (COX-
SINGH et al., 2008), 48 horas para P. falciparum, P. vivax e P. ovale e 72 horas para
P. malariae (KWIATKOWSKI, 2005).

Os sintomas clinicos mais severos sao causados por P. falciparum, pois esta
espécie invade hemacias indefinidamente que possibilita atingir altas parasitemias

em pouco tempo e conduz a evolucdo do quadro clinico para a forma de malaria
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complicada, evidenciando forte cefaléia, hipertermia, hipoglicemia, vomitos,
insuficiéncia renal aguda, convulsées, edema pulmonar agudo, disfuncao hepatica,
hemoglobindria e choque, podendo ocasionar Obito (SVS, 2005). Porém, sao
relatados também casos graves e até letais de infec¢do por P. vivax (PRICE et al.,
2007; LOMAR et al., 2005), P. knowlesi (COX-SINGH et al., 2010) e P. malariae
(KIRCHGATTER et al., 2005).

O uso de antimalaricos associada a acdo do sistema imune pode alterar os
sintomas estabelecidos para o quadro classico de malaria ou até mesmo ocasionar
auséncia desses sintomas. Infeccbes por P. falciparum podem acarretar
complicacBes que levam a morte, porém, o sistema imune associado ao tratamento
pode controlar a parasitemia sanguinea. Anticorpos especificos podem controlar a
parasitemia da malaria, controlando a multiplicacdo do protozoéario e diminuindo a
quantidade dos gametécitos na circulagdo, evitando a infeccdo dos mosquitos
(BARROSO, 2003). Entretanto, esses anticorpos sem auxilio medicamentoso podem
induzir parasitemias submicroscOpicas persistentes por meses ou anos
(STEVENSON & RILEY, 2004).

A auséncia de antigeno Duffy nos eritrocitos leva o individuo a apresentar
resisténcia contra as espécies de P. vivax e P. knowlesi, pela auséncia da interacao
dos protozoarios com o0s receptores da proteina de ligacdo ao Duffy (PvDBP)
(SNEWIN et al., 1995), visto que os parasitos dependem da interacdo com esses
receptores que estdo presentes nos eritrécitos (GRIMBERG et al.,, 2007). As
espécies de P. vivax e P.ovale invadem exclusivamente reticuldcitos, diminuindo a
parasitemia sanguinea, P. malariae, por sua vez, invade apenas hemacias maduras,
ocasionando baixas parasitemias em pessoas imunocompetentes, contribuindo para
malaria assintomatica em decorréncia da produgdo de macrofagos nos o6rgaos
linféides (DVORAK & MILLER et al., 1975).

As respostas imunes inespecificas atuam de imediato no inicio da infeccéo,
enquanto a resposta especifica demora um periodo maior de adaptacdo para agir.
Individuos que apresentam anemia falciforme sdo exemplos de resposta inata, pois
evita o desenvolvimento severo do P. falciparum (ALLISON, 2009). Outro exemplo é
a deficiéncia da enzima glicose-6-fosfato-desidrogenase (G-6-PD), responsavel por
ocasionar o estresse oxidativo em hemacias que pode proteger o individuo da
manifestacdo clinica inicial da maléaria, dificultando a instalagdo do processo
infeccioso (STEVENSON & RILEY, 2004).



2.7 EPIDEMIOLOGIA DA MALARIA

2.7.1 Situacdo mundial

A maléria humana é considerada a doenca parasitaria mais importante
devido as elevadas taxas de mortalidade e morbidade. A doenca atinge
atualmente mais de 100 paises das regides tropicais e subtropicais e cerca de
40% da populacdo mundial vive em territérios de risco de transmissao da malaria.
Muitos casos clinicos ocorrem anualmente e resultam em mais de um milhdo de
mortes principalmente em &areas de alto risco como a Africa Subsaariana,
conhecida como o territorio de maior foco de transmissdo da doenca onde
ocorrem 90% dos casos no mundo. No continente africano a espécie
predominante é o Plasmodium falciparum (90%) e o restante das infeccdes por P.
falciparum distribuem-se entre América do Sul, América Central, Asia e Oceania
(WHO, 2013).

A malaria apresenta grande impacto no desenvolvimento social e
econdbmico da populacdo. Paises que possuem alta transmissdo tém seu
crescimento econémico diminuido em média de 1% a 3% por ano, visto que a
continua manutencdo da doenca se deve pela resisténcia dos mosquitos aos
inseticidas, resisténcia dos parasitos as drogas antimaldricas, a interrupcao das
acOes de controle bem como pela auséncia de uma vacina disponivel
comercialmente (WHO, 2013).

A Organizacdo Mundial de Saude estima que, em 2012, 207 milhdes de
casos de malaria ocorreram em todo o mundo e cerca de 627.000 pessoas
morreram da doencga, sendo cerca de 482.000 criangas menores de cinco anos
de idade, na Africa Subsaariana. Esta taxa € de, em média, 1.300 criancas por
dia, ou quase uma crianga a cada minuto (WHO, 2013).

Em 2013, 97 paises relataram transmissdo continua da malaria,
principalmente na Africa, na Asia e nas Américas. A preocupacdo com a doenca
nao esta restrita somente aos paises endémicos e se estende a todas as regides
do globo, incluindo também as regides livres de transmissao (WHO, 2013). Isso
se deve a globalizagdo que propicia um intenso transito de pessoas, o0 que resulta
na dispersdo de agente etioldgico de doencas (BUSS et al., 2007; ERDMAN &
KAIN, 2008).
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A Organizagdo Mundial de Saude criou a rede de controle trisetorial a
“‘Roll Back Maléaria” (Retroceder a Malaria, em traducao livre). Para o controle da
malaria humana, a OMS preconiza a triade: combate ao vetor, diagnostico
precoce e tratamento adequado dos doentes. Entre 2000 e 2012, o aumento de
escala de intervencbes da OMS ajudou a reduzir as taxas de incidéncia de
maléaria em 25% globalmente e em 31% na regido africana. A taxa de mortalidade
da malaria mundial foi reduzida em 42% durante o mesmo periodo, enquanto a
diminuicdo na regido africana foi de 49%. Esse aumento de escala de
intervengbes da OMS contra a malaria salvou cerca de 3,3 milh6es de vidas
sendo que 90%, ou trés milhdes, estdo no grupo de menores de cinco anos na
Africa Subsaariana (WHO, 2013).

2.7.2 Situagao no Brasil

No Brasil, ocorre a transmissdo de trés espécies de parasitos da malaria:
Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum e Plasmodium malariae, sendo P. vivax
responsavel por 78,7% dos casos de malaria notificados na Regido Amazénica. A
Regido da Amazobnia Legal é considerada endémica com 99,7% da transmissao
concentrada nessa regido. Dada a caracteristica do P. vivax, a doenca em nosso
pais apresenta baixa mortalidade com considerdvel morbidade (CASTRO &
SINGER, 2007; SUAREZ-MUTIS & COURA, 2007). A Amaz6nia Legal é uma divis&o
geopolitica composta pelos estados do Acre, Amapa, Amazonas, Maranhdo, Mato
Grosso, Para, Rondobnia, Roraima e Tocantins (SVS, 2013).

Em 1960 foi implantada a campanha de erradicagdo da malaria no Brasil,
que reduziu a incidéncia da endemia da maléria (MENISTERIO DA SAUDE, 1996).
O programa de controle da malaria divide o territério brasileiro em duas regides, a
endémica compreendendo a Amazonia Legal onde concentra maior parte dos casos
do pais, e a ndo endémica, regido extra-amazonica, constituida pelo restante dos
estados da federagcdo (SVS, 2007). Porém, a partir da década de 70, o
desenvolvimento e a implementacdo de projetos de colonizacdo e expansao da
fronteira agricola, acelerou os processos migratorios levando a um crescimento
demografico enfatico e desordenado. Na Regido da Amazénia Legal, as condi¢cdes
socioeconémicas e ambientais da populacdo migrante deliberaram a rapida e
dissipacéo da doenca (FUNASA, 2001).
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De 2000 a 2011 foi notificada na Regido Amazodnica 422.858 casos por ano.
Esse numero deveu-se principalmente a ocupacdo desordenada das periferias nas
cidades da regido e também ao aumento da atividade de piscicultura desenfreada
que serviu de criadouros do mosquito, devido as constru¢des de tanques artificiais
em quintais domiciliares ou nas periferias (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010). A
ocupacdo desregrada dos espacos periurbanos tem sido relatada como um
importante fator para ocorréncia de casos de malaria em areas urbanas (OPS,
2010).

Devido a instabilidade do risco de contrair a doenca, a probabilidade é
medida por indice parasitario anual (IPA) que classifica as areas de transmissdo em
alto risco (IPA > 50 casos de malaria/1000 habitantes); médio risco (IPA entre 10 e
49,9 casos/1000 habitantes) e baixo risco (IPA < 10 casos/1000 habitantes) (SVS,
2013). Em 2011 no Brasil, 45 municipios foram classificados como de alto risco, 82
de médio risco e 370 de baixo risco (FIGURA 03).
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FIGURA 03 - INCIDENCIA PABASITARIA ANUAL (IPA), POR UNIDADE FEDERADA (UF), NA
REGIAO AMAZONICA, ENTRE 2010 E 2011.
FONTE: Sivep-Malaria/SVS/MS (2011).

A probabilidade por indice parasitario anual (IPA) apresentou-se de médio
risco na Regido Amazobnica entre os anos 2000 e 2011. Os resultados estao
apresentados na FIGURA 04.
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2011.
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O programa de controle da malaria no pais tem como base o diagnéstico
precoce e o tratamento adequado e rapido dos doentes. Para o Ministério da Saude,
essa medida é o principal embasamento disponivel para o controle da doenca (SVS,
2006). De acordo com os dados da Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS), em
2011, foi registrada no Sistema de Informa¢Bes sobre Mortalidade do Ministério da
Saude (SIM) uma reducéo de 71,8% de Obitos no pais em relacdo ao ano de 2000.
Os dados estdo demonstrados na FIGURA 05.
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FIGURA 05 - OBITOS OCORRIDOS POR MALARIA, ENTRE 2000 E 2011.
FONTE: SIM/SVS/MS (2011).
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Dados da Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS), em 2011 também
indicaram uma reducdo de numeros de Obitos na Regido Amazodnica de 78,3%,
porém, na Regido Extra-Amazonica, foi observado um aumento na proporgcédo de
Obitos de 35,7% entre 2000 e 2011 (FIGURA 06).
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FIGURA 06 - OBITOS OCORRIDOS POR MALARIA NA REGIAO AMAZONICA E EXTRA-
AMAZONICA, ENTRE 2000 E 2011.
FONTE: SIM/MS (2011).

Nos ultimos anos, com as medidas de controle intensificadas pelo Ministério
da Saude através da distribuicdo de cortinados impregnados com inseticida com o
intuito de se obter impacto positivo no controle da malaria no pais, tem-se observado
uma reducdo importante no nimero de casos da doenca em todo pais (PNCM,
2004; TADA et al., 2007).

2.8 DIAGNOSTICO DA MALARIA

O diagnostico da malaria € tradicionalmente estabelecido pela identificacéo
dos parasitos no sangue periférico por meio da microscopia otica. Um bom
diagnostico permite a caracterizacdo da espécie, sendo esta caracterizacdo
essencial para a definicdo do esquema terapéutico e acompanhamento do paciente
(WHO, 2013). Devido a importancia no diagnoéstico de malaria, varios métodos tém
sido estudados e desenvolvidos. Outras tecnologias estdo disponiveis em
alternativas a microscopia, como, por exemplo, a detecgdo de antigenos do parasito
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empregando anticorpos monoclonais, deteccdo de anticorpos por sorologia,
coloragcdo com laranja de acridina e amplificagdo molecular (FUNASA, 2001). Porém,
alguns desses métodos possuem limitacbes como: obtencdo de resultados
guantitativos (parasitemia) para 0 monitoramento do tratamento por drogas, a
necessidade de méo de obra e equipamentos especializados, suporte continuo,
disponibilidades de reagentes e custo elevado (MURRAY et al., 2008).

2.8.1 Microscopia 6tica - padrédo-ouro

O exame microscoépico da gota espessa corada com Giemsa € simples, de
baixo custo, e possibilita a quantificacdo da parasitemia (ERDMAN & KAIN, 2008),
sendo o método de referéncia para o diagnostico de malaria. A microscopia tem sido
o diagndstico da malaria em laboratérios por mais de um século. Este método é
relativamente simples e de baixo custo; porém, seu desempenho € altamente
afetado pelas técnicas de preparacdo de laminas utilizadas e necessidade de uma
excelente formacdo do microscopista, com uma média sensibilidade em cerca de 50-
100 parasitos por microlitro, o que o torna um padrdao ouro imperfeito
(WONGSRICHANALAI et al., 2007).

A microscopia possui desvantagens ainda na dificil deteccdo de baixas
parasitemias (menos de 5 parasitos/uL de sangue), de infeccbes mistas, das
similaridades morfolégicas de plasmodios humanos e simios e entre os estagios dos
parasitos de diferentes espécies (NOEDL et al., 2006; CDC, 2008). A qualidade do
diagnoéstico baseado em microscopia € frequentemente insuficiente para garantir a
boa sensibilidade e especificidade do diagnéstico da malaria, afetando
desfavoravelmente os resultados de saude e melhor utilizacdo dos recursos (WHO,
2013). Para superar esses obstaculos, testes de diagnostico rapido (RDT) baseado
em imunocromatografia e métodos moleculares tais como Reacdo em Cadeia da

Polimerase (PCR) foram introduzidos nos ultimos anos (WILSON 2012).
2.8.2 Testes imunocromatograficos rapidos
Desenvolvidos para o diagnéstico de malaria humana, os testes diagndsticos

rapidos (RTD, Rapid Diagnostic Tests) sdo disponiveis comercialmente em Kkits

sendo de facil utilizacao e leitura. Em 2012, foi relatado pela OMS que 41 dos 44
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paises com malaria endémica da regido africana e 49 de 55 paises de outras
regibes, adotaram uma politica de fornecer diagnostico parasitolégico para todas as
faixas etarias. A porcentagem de casos suspeitos de malaria no setor publico que
receberam o teste diagndstico rapido aumentou de 37% para 61% na regido africana
e de 44% para 64% globalmente (WHO, 2013).

O diagnéstico rapido é baseado na deteccdo de antigenos circulantes do
parasita por meio de anticorpos monoclonais através de uma imunocromatografia
em membrana de nitrocelulose, onde a amostra migra por capilaridade (BELL et al.,
2006). A presenca do antigeno indica uma mudanca de coloragdo da fita, produzindo
uma linha visivel se o alvo estiver presente na amostra (MURRAY et al., 2008). Os
anticorpos monoclonais especificos para P. falciparum detectam a HRP-2 (histidine-
rich protein-2) localizada na superficie da membrana do eritrcito infectado ou a
lactato desidrogenase de Plasmodium (pLDH) que é uma enzima final da via
glicolitica do parasito. Porém, limita o uso dos testes o fato de a proteina pLDH ser
uma enzima final na via glicolitica do parasito, portanto, sendo encontrada apenas
em parasitos viaveis (MARX et al., 2005) e a proteina HRP-2 ser um metabdlito
residual que ocasiona a persisténcia dos antigenos HRP-2 em circulacdo apés o
tratamento, assim como, delecdes de por¢des dos genes resultando em proteinas
sem os epitopos alvo (KUMAR et al., 2013).

2.8.3 Métodos moleculares

A partir da década de 80, surgiram as técnicas moleculares que
desencadearam novas perspectivas para o diagnostico de varias doencas infecto-
parasitarias. A PCR é uma técnica molecular que oferece uma alternativa a
microscopia, e tem mostrado, em muitos casos, ter sensibilidade e especificidade
superior aos testes descritos anteriormente (MENS et al., 2007). A PCR é capaz de
detectar o DNA ou RNA do parasito, tendo como principio o uso de dois pares de
iniciadores que cercam uma sequéncia alvo do patégeno que em companhia da
enzima Taq polimerase, sdo usados em consecutivos ciclos de desnaturacdo e
extensdo do DNA gerando bilhdes de copias da sequéncia alvo.

A PCR para o diagnéstico de malaria foi descrita pela primeira vez por
Walters & McCutchan (1989) baseando-se em sequéncias espécies-especificas

dentro da regido RNA ribossomal 18S dos plasmaodios. Considerando que o gene é
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um bom alvo para a diferenciacdo de Plasmodium por apresentar regibes
polimérficas circundadas por regides conservadas que facilita o desenho de
iniciadores género e espécies-especificas (LAL et al., 1989; SNOUNOU et al., 1993;
DAS, 1995), varios protocolos tém sido descritos baseados nesta mesma regido (
SNOUNOWU et al., 1996; RUBIO et al., 1999; PARAJUI et al., 2009). Com 0 acesso
ao mapeamento dos genomas dos plasmadios e seus vetores especificos, essas
informacdes podem colaborar para 0 aumento no controle e diminuicdo da incidéncia
da doenca (GREENWOOD, 2002).

Outra variacao da técnica molecular para diagnostico baseado na Reacédo
em Cadeia da Polimerase foi o desenvolvimento da PCR em Tempo Real que teve
sua aplicacdo para deteccdo de maléaria descrita pela primeira vez em 2001 e 2002
(HERMSEN et al., 2001; LEE et al., 2002). A PCR em Tempo Real oferece algumas
vantagens em relacdo a PCR convencional, enquanto que na PCR convencional a
visualizacdo do produto é realizada na fase platd ap6s o término da reacdo, na PCR
em Tempo Real o produto pode ser detectado na fase exponencial da reacdo. Desse
modo, a PCR em Tempo Real também pode ser utilizada para a quantificacdo exata
do parasito no sangue dos individuos infectados (KAMAU et al., 2011), sendo entdo
denominada PCR quantitativa ou qPCR. Além disso, alguns protocolos foram
desenvolvidos para utilizar apenas um par de iniciadores e através de curvas de
dissociacao € possivel o diagnostico especifico das espécies que infectam o homem
(PERANDIN et al., 2004; MANGOLD et al., 2005).

Atualmente, existem varios testes publicados para deteccédo de Plasmodium
spp. por meio de gPCR (HERMSEN et al., 2001; LEE et al., 2002; WILSON, 2012),
sendo que alguns estéo sendo desenvolvidos para utilizagdo em ambientes de baixa
densidade tecnoldgica (ZHANG & OZDEMIR, 2009; WU et al., 2011). O IBMP, em
conjunto com o CDC (EUA), o IPEPATRO (Rondobnia) e o Instituto Nacional de
Saude (Mocambique), esta trabalhando para estabelecer um teste qPCR baseado
na plataforma ABI7500 para ser utilizado no servico nacional de saude em
Mocambique.

Os métodos moleculares possuem algumas desvantagens em relacdo aos
testes rapidos ou de microscopia: os reagentes da qPCR sdo termossensiveis, 0s
equipamentos sdo caros e em sua maioria, de grande porte e complexos de operar.

Para resolver a questdo da estabilidade dos reagentes em temperatura

ambiente, existem alternativas como a liofilizacdo ou gelificacdo (retirada parcial da
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dgua da amostra). Enquanto que na liofilizagdo aplica-se vacuo sem adicdo de
moléculas protetoras, a técnica da gelificacdo consiste na adicdo de agentes
estabilizantes e moléculas antioxidantes antes de submeter a amostra ao vacuo
(BIOTOOLS B&M LABS, 2002). Desta forma, aproximadamente 15-20% das
moléculas de agua permanecem na amostra, diminuindo o efeito inibitério do

ressecamento na atividade enzimatica necessaria para a PCR.

2.8.4 Testes point of care baseados em microfluidica

Para solucionar o problema do uso de equipamentos caros e especializados
e que necessitam de condicbes adequadas de laboratério e pessoal treinado,
diversas técnicas de nanotecnologia tém sido usadas para confinar todas as etapas
necessarias para uma determinada reacdo em um Unico dispositivo. A colegcédo
destas técnicas e solu¢cdes é um conceito que comecou a se desenvolver no final
dos anos 1990, e é atualmente conhecida como “lab-on-a-chip (LOC)” ou “total micro
analyses” (UTAS) (ZHANG & OZDEMIR, 2009).

A técnica molecular de qPCR em chip baseada em microfluidica tem sido
validada para varios testes diagndsticos. A LOC apresenta-se como uma técnica de
operacdo simples, de preco acessivel que utiliza baixo volume de amostra e
reagentes, proporcionando pouco tempo de reacdo e contribuindo para a auséncia
de reacao cruzada, fazendo com que esses dispositivos sejam adequados para uso
clinico (WU et al., 2011). Tem o potencial de combinar a alta sensibilidade de um
teste molecular com a possibilidade de realizacdo do diagnostico proximo ao
paciente (point of care - POC) em condi¢Ges precarias de campo, onde poucos
recursos técnicos sao disponiveis.

O baixo custo é pré-requisito para a fabricacdo em massa dos dispositivos
microfluidicos aplicaveis em plataformas comercializadas (LEE, 2013). A maioria dos
microcanais e microcameras sao fabricados de materiais como silicio (CHO et al.,
2006) ou vidro (PRAKASH et al., 2007). Polimeros como polidimetilsiloxano (PDMS),
policarbonato (PC) (WANG et al., 2006) e polimetilmetacrilato (PMMA), tém sido
comumente utilizados como materiais alternativos (TSAI & SUE et al., 2006).

Na técnica de microfluidica para o sistema lab-on-a-chip, é utilizado um
revestimento para diferenciar superficies hidrofilicas e hidrofébicas. Nesse contexto,

o interior de cada canal de reacdo permanece hidrofilico, enquanto que o
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revestimento da superficie exterior € hidrofobico (Noh et al., 2005). Esse diferencial
hidrofilico e hidrofobico de revestimento dos canais facilita uma leitura precisa e
promove uma retencdo da solucdo de PCR em canais individuais evitando
contaminacéo cruzada (MATSUBARA et al., 2005).

Técnicas de imagem Optica, em geral, oferecem vantagens importantes para
o desenvolvimento de diagndstico de POC. As imagens Opticas podem fornecer
informac&o macroscopica e microscopica de alta resolu¢cdo, com diagnostico rapido
e que apresentam precisdo. Técnicas de imagem Optica € uma tecnologia com
sistema eletrénico 6ptico, fibras épticas e sistemas microeletromecéanico (MEMS),
com capacidade de miniaturizar a plataforma de imagem o6ptica bem como reduzir
seus custos (MAO & HUANG, 2012). Além do mais, a integracdo do sistema de
microfluidica com o surgimento da plataforma de deteccdo 6ptica, tem sido uma
perspectiva tecnoldgica para o avanco do diagnostico lab-on-a-chip para uso de
POC (ZHU et al., 2013).

Em geral, nos sistemas LOC os sinais de leitura dos chips sao transduzidos
de forma Optica ou eletroquimica e séo realizados de duas formas; uma chamada
transducdo etiquetada ou ndo etiquetada. A mais usual é a forma etiqguetada que
utiliza uma particula ligada ao receptor, a qual serve para diferenciar os receptores
das demais substancias. Ha trés formas diferentes para deteccdo dessas etiquetas:
deteccado Optica, eletroguimica e magnética. Dessas, a mais utilizada é a deteccao
Optica, onde uma camera propicia a captacdo 6ptica em dispositivos POC com
determinacdo colorimétrica ou por fluorescéncia. Neste sistema, a etiqueta é um
marcador fluorescente que se integra no DNA sendo detectado.

Alguns destes sistemas possuem sensor CMOs (Complementary metal-
oxide semicondutor) de 3.2 megapixels para deteccdo dos biomarcadores
fluorescentes e um processador digital de sinais para processamento da imagem,
permitindo a deteccdo da amplificacdo do DNA pela PCR em Tempo Real
(GERVAIS et al., 2011). A imagem desse sistema possui uma resolucdo em escala
de submicrometro denominada super-resolugdo multi-frame pixel (BISHARA et al.,
2011). Imagens obtidas por meio desta resolucdo melhoraram a capacidade de
captar imagem em amostras de sangue humano infectados com P. falciparum
(MUDANYALI, BISHARA & OZCAN, 2011).

Q3 é uma plataforma compacta projetada pela STMicroeletronics para ser

facilmente utilizado por um técnico ndo qualificado em um ponto de atendimento.
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Comparado com instrumentacdo de laboratorio padrdo (como por exemplo, o
ABI7500, da Life Technologies), o custo acessivel permite que ele seja utilizado
como uma plataforma para testes de baixa demanda/processividade. A FIGURA 07
mostra a plataforma Q3 e seu chip de reacdo, que integra a tecnologia de PCR, o
controle da temperatura elétrica, iluminacdo e deteccado Optica através de um
sistema de resolucdo em escala de submicrémetro denominada super-resolucéo
multi-frame pixel (BISHARA et al., 2011).

O chip (FIGURA 07 B) é um dispositivo descartavel, composto de uma
pastilha de silicio fabricado usando a tecnologia dos semicondutores, selado com
uma estrutura transparente formando seis camaras de reacdo. A plataforma Q3
(FIGURA 07 A) conduz o chip a controlar a temperatura da reacdo, por meio de
aguecedores integrados e sensores de temperatura. Este equipamento permite a
realizagdo de reacdes com baixos volumes, em aproximadamente 1/3 do tempo de
uma reacdo PCR em Tempo Real disponiveis no mercado, com capacidade de
deteccdo multiplex em até dois canais de fluorescéncia (RAMPAZZO et al., 2014).

FIGURA 07 - PLATAFORMA Q3 CONECTADA VIA USB EM UM COMPUTADOR PARA
VISUALIZACAO DO RESULTADO DA PCR EM TEMPO REAL (A); CHIP PARA
REACAO DE PCR EM TEMPO REAL NA PLATAFORMA Q3 (B).
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e padronizar o diagnostico qualitativo de malaria através de
uma PCR em Tempo Real utilizando plataforma Q3, uma nova plataforma portatil e

estavel em temperatura ambiente.

5.1.2 Objetivos especificos

e Desenvolver uma gPCR liquida para deteccdo de P. falciparum, P. malariae e
P. vivax na plataforma Q3.

e Desenvolver uma gqPCR gelificada para deteccdo de P. falciparum, P. malariae
e P. vivax na plataforma Q3.

e Estabelecer uma gPCR multiplex para deteccao de P. falciparum, P. malariae e
P. vivax na plataforma Q3 utilizando o sistema TagMan.

e Comparar os resultados das reacfes de deteccédo desenvolvidas na plataforma
Q3 com a gPCR desenvolvida na plataforma ABI7500 (Life Technologies).

e Comparar sensibilidade analitica e reprodutibilidade entre o0s ensaios

desenvolvidos na plataforma Q3 com o sistema TagMan.
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6 METODOLOGIAS

6.1 AMOSTRAS UTILIZADAS

6.1.1 Amostras utilizadas para o desenvolvimento e validagao dos testes

As amostras foram cedidas por dois grupos colaboradores para o
desenvolvimento do teste diagnostico. O primeiro grupo de amostras foi cedido pelo
Centers for Disease Control and Prevention (CDC-USA) e consistiu no DNA obtido
de Pool de amostras clinicas de pacientes positivos para Plasmodium falciparum,
Plasmodium vivax e Plasmodium malariae, previamente caracterizado por PCR
convencional. O DNA destas amostras clinicas cedidas pelo CDC foi extraido
utilizando o kit DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN) seguindo as especificacdes do
fabricante e posteriormente enviados para o Instituto de Biologia Molecular do
Parana (IBMP).

O segundo grupo foi de amostras de cepas de cultura in vitro do parasito P.
falciparum cedidas pelo Instituto de Pesquisas em Patologias Tropicais de Ronddnia
(IPEPATRO-Rondbénia) caracterizadas como positivas pela técnica de microscopia
Otica.

O Pool de amostras de DNA enviadas pelo CDC foram diluidas a razéo 1:10
e submetidas a um quantificador automatico NanoVue Plus (GE healthcare) com
leitura da densidade Optica a 260nm (DO.go) para avaliar a quantidade de DNA. Para
os testes realizados neste trabalho, foram utilizados nas rea¢des concentracdes de
DNA de 4,6 e 0,046 ng/uL para P. vivax, 9,8 e 0,98 ng/uL para P. falciparum e 1,4
ng/uL para P. malariae.

6.1.2 Preparo das amostras para obtencéo das curvas padrao

Foram utilizadas as amostras de culturas in vitro do parasito P. falciparum
cedidas pelo IPEPATRO (Fiocruz-RO) e extraido o DNA gendmico que foi utilizado
para gerar as curvas padrédo para PCR em Tempo Real. Inicialmente, preparou-se a
papa de hemécias nas condi¢cdes de lavagem a seguir: centrifugou-se 10 mL de
sangue fresco tipo O negativo por 5 minutos a 3.000 rpm. Apds centrifugacdo

descartou-se o sobrenadante e inclusive o anel de leucécitos e adicionou-se a
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mesma quantidade de papa de hemacias ressuspensa em PBS 1x. Repetiram-se as
etapas de adicdo de papa de hemacias seguidas de centrifugacdo por quatro vezes.
Adicionou-se entdo 150 microlitros da cultura parasitaria (2000 parasitos/pL) em
2850uL de papa de hemacias (213,75 parasitos/pL). Posteriormente, foi realizada
diluicdo seriada (razédo 1:2) de papa de hemécia obtendo sete concentracdes: 100
parasitos/uL; 50 parasitos/pL; 25 parasitos/pL; 12,5 parasitos/pL; 6,25 parasitos/pL,;
3,12 parasitos/uL e 1,5 parasitos/pL. As amostras foram diluidas em sangue humano
total ndo infectado, de forma que o gene humano de referéncia ndo sofresse
alteracfes decorrentes das diluicdes. O DNA das amostras foi extraido utilizando o
kit de Extracdo Genérico do Instituto de Biologia Molecular do Parana (IBMP)

seguindo instrucdes do fabricante.

6.2 PCR EM TEMPO REAL

Para o protocolo de PCR em Tempo Real desenvolvido neste trabalho,
utilizou-se iniciadores descritos pelo CDC (TABELA 01) (JOHNSTON et al., 2006)
para aplicacdo em nested PCR, gentiimente cedidos ao IBMP para adaptacao de
PCR em Tempo Real na plataforma ABI7500 e Q3. As reacfes para amplificacdes e
a deteccdo da fluorescéncia foram conduzidas em um equipamento prototipo
denominado "Q3", desenvolvido pela empresa franco-italiana STMicroelectronics,
tendo como referéncia os resultados da plataforma ABI7500 (Life Technologies) ja
padronizados pelo grupo de Pesquisa e Desenvolvimento do IBMP (GOES &
KRIEGER, COMUNICAGCAO PESSOAL).

As sequéncias dos conjuntos de iniciadores e sondas (TABELA 01) foram
selecionadas tendo como alvo o gene 18S que codifica RNA ribossomal. Para a
deteccdo do gene RNAse P do DNA humano no Q3, foi utilizado a sonda RNAse P
(Biosearch Technologies), com o reporter HEX (“Canal_HEX"), possibilitando a
utilizacdo em multiplex com as sondas P. falciparum, P. malariae ou P. vivax

(Biosearch Technologies) com o reporter FAM (“Canal_FAM”).



TABELA 01 - SEQUENCIA DOS INICIADORES E SONDAS GENERO-ESPECIFICAS PARA AMPLIFICAGAO DE DNA GENOMICO DE
UTILIZADOS PARA REALIZACAO DA PCR EM TEMPO REAL
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Plasmodium spp

] N° DE
ESPECIES |PARESDE| ¢ \~onucLEOTIDEOS| PARES DE SEQUENCIA 5™~ 3 ACESSO
BASES BASES
NCBI
Plasmol F
24 pb 5- GTTAAGGGAGTGAAGACGATCAGA - 3’ KF018665
Plasmodium (forward)
Spp.
Plasmo2
26 pb 5 AACCCAAAGACTTTGATTTCTCATAA - 3 KF018665
R (reverse)
P. falciparum 205 pb Sonda Fal 31pb 5 FAM - AGCAATCTAAAAGTCACCTCGAAAGATGACT - 3™ KF691781
P. viviax 120 pb Sonda Viv 35 pb 5 FAM - AGCAATCTAAGAATAAACTCCGAAGAGAAAATTC - 3'*  KC750243.1
P.malariae 144 pb Sonda Mal 19 pb 5 FAM - CTATCTAAAAGAAACACTCAT - 3 ** AF488000.1
RNAse P
19 pb 5' - AGATTTGGACCTGCGAGCG - 3' U77665.1
F (Forward)
RNAse P
RNAse P 65 pb 20 pb 5' - GAGCGGCTGTCTCCACAAGT - 3 CP000248.1
R (Reverse)
Sonda
NAse p 23 pb 5'— HEX - TTCTGACCTGAAGGCTCTGCGCG - 3 * U77665.1
se

Nota: BHQ1 (*) E MGBNFQ (**)
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6.2.1 Controle negativo e controle interno

Tanto nas reacOes de gPCR na plataforma ABI7500 quanto as reacdes de
gPCR no chip na plataforma Q3, utilizou-se como controle negativo e controle

interno da reacéo o gene da enzima RNAse P humana.

6.2.2 PCR em Tempo Real para a plataforma ABI7500 Real Time PCR System (Life

Technologies)

As reacdes foram preparadas com 5 yL de DNA gendmico para um volume
final de 25 pL, contendo 8,5 pL de Master Mix IBMP 3X, 0,2 uM de cada iniciador
para amplificacdo de Plasmodium spp. (Plasmo 1 forward e Plasmo 2 reverse), 0,4
MM dos iniciadores RNAse P forward e reverse (F/R), 0,08 uM de sondas espécies
especificas para P. falciparum, P. vivax e P. malariae), 0,02 uM de sonda para o
controle endégeno RNAse P e agua g.s.p. As condi¢cdes do PCR em Tempo Real
foram padronizadas como segue: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos,
seguidos de 45 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. As amostras
de DNA foram testadas em duplicata no ABI7500 nas concentrac@es finais de 4,6
ng/uL para P. vivax, 9,8 e 0,98 ng/uL para P. falciparum e 1,4 ng/uL para P.

malariae.

6.2.3 PCR em Tempo Real para reacao liquida no chip na plataforma Q3

A reacdo de PCR em Tempo Real no Q3 para reacdo liquida no chip foi
preparada utilizando 1,67uL de Master Mix IBMP 3X, 1,2 uM de iniciadores Plasmo 1
e Plasmo 2; 0,24 pM das sondas especificas para as subespécies de Plasmodium
falciparum, Plasmodium vivax e Plasmodium malariae), 2 uM de iniciador RNAse P
F/R; 0,1 uM de sonda para amplificagdo da RNAse P e 1 uL de DNA genbémico na
concentracéo final de 4,6 e 0,046 ng/uL para P. vivax, 9,8 e 0,98 ng/uL para P.
falciparum e 1,4 ng/uL para P. malariae, e agua g.s.p para um volume final de 5 L.

A técnica de PCR em Tempo Real para amplificacdo espécie-especifica no
Q3 foi submetida a modificagdes quanto a reducdo do volume e concentracdo de
oligonucleotideos. A TABELA 02 descreve as diferentes condi¢des de concentracdes
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dos oligonucleotideos (iniciadores e sondas) e de ciclagens testadas durante o

desenvolvimento do teste.

TABELA 02 - DIFERENTES CONDICOES DE VARIAGAO NAS CONCENTRAGCOES DE
OLIGONUCLEOTIDEOS UTILIZADOS DURANTE A OTIMIZAGAO DO TESTE

DIAGNOSTICO
SONDA
ESPECIFICA
B PARA INICIADORES B n\lgﬁlpgz%R SONDA
CONCENTRACAO P. Plasmo 1 E | CONCENTRACAO (FIR) RNAse
falciparum, Plasmo 2 P
P. vivax E
P. malariae
1X 0,08 uM 0,4 uM 1x 0,4 uM 0,02 uM
2X 0,16 uM 1,2 uM 5X 2uM 0,1 uM
3X 0,24 uM 1,2 uM 5x 2uM 0,1 uM
6X 0,48 uM 1,2 uM 5X 2uM 0,1 uM
7X 0,56 uM 1,2 uM 5X 2uM 0,1 uM
8X 0,64 uM 1,2 uM 5x 2 uM 0,1 uM
9X 0,72 uM 1,2 uM 5x 2uM 0,1 uM

As condicdes de ciclagem da PCR em Tempo Real no chip realizadas no Q3
foram otimizadas ao longo dos experimentos alterando-se o tempo de extensao
(TABELA 3) e foram padronizadas como segue: 99°C por 40 segundos seguidos de
45 ciclos de 99°C por 20 segundos e 64°C por 60 segundos. A plataforma Q3
permite também alteragdo dos parametros Opticos para otimizacdo da deteccdo da
fluorescéncia da reacdo. Os parametros oOticos que podem ser manipulados séo a
poténcia da lampada (“led power”, de 7 a 10), o ganho do sinal (“gain”, de 5.31 a

16.03), e a taxa de captura da imagem (“frame rate f/s”, de 0.5 a 0.25).

TABELA 03 - DIFERENTES CONDICOES DE CICLAGENS UTILIZADAS DURANTE A OTIMIZACAO
TESTE DIAGNOSTICO

99°C/40 seg, 45 ciclos de 99°C/20 seg
e 64°C/30 seg.

99°C/40 seg, 45 ciclos de 99°C/20 seg

CICLAGENS e 64°C/60 seg.

6.2.4 PCR em Tempo Real no Q3 para reacgao gelificada no chip
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A reacéo gelificada no chip para PCR em Tempo Real no Q3 foi preparada
para um volume final de 5 pL, substituindo a agua por 1uL de mistura de gelificacéo
(MG), entdo submetido a ciclos de vacuo conforme especificacdes (BIOTOOLS B&M
LABS, 2002) ( FIGURA 08) e armazenado a 4°C por 24 horas para uso.

Um passo que antecede a realizagcdo da qPCR é a hidratacdo da reacao
com uma mistura de 1 uL de DNA gendmico (diluido 1:10) mais 3 pL de &4gua. No
Q3, esta hidratacao é realizada durante os primeiros 40 segundos a 99°C.

As condicdes de ciclagem da PCR em Tempo Real no chip gelificado,
realizadas no Q3, foram padronizadas como segue: 99°C por 40 segundos seguidos
de 45 ciclos de 99°C por 20 segundos e 64°C por 60 segundos.

Ré"/ix 28’\35 CICLOS DE
G VACUO

GELIFICACAO

|

ARMAZENAMENTO
EM GELADEIRA POR
24 HORAS

l

HIDRATAGCAO DO ]

MIX GELIFICADO

FIGURA 08 - ESQUEMA DO PROCESSO DE GELIFICACAO, E POSTERIOR USO PARA AS
REACOES DE PCR EM TEMPO REAL NA PLATAFORMA Q3.

6.2.5 Sensibilidade e reprodutibilidade analitica do controle positivo do teste

diagndstico Q3 e Determinacéo do Limite de Detecgdo Otico (LOD)

A sensibilidade analitica foi avaliada com experimentos realizados na

plataforma Q3 por meio da determinacdo do limite 6tico de deteccdo (LOD). Foi
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utilizado o DNA extraido das amostras de cultura de P. falciparum com quantidades
conhecidas de parasitos tendo como referéncia os resultados do limite de detecgao
obtidos da plataforma ABI7500 pelo grupo de Pesquisa e Desenvolvimento do IBMP.

Para determinacédo do limite de deteccéo foram realizadas quatro repeticdes
dos ensaios de PCR em Tempo Real da curva padrdo utilizando-se reacoes
preparadas na concentracdo padrdo dos reagentes oligonucleotideos. As menores
concentracfes de DNA que produziram resultados positivos em todas as repeticdes
foram definidas como o LOD inicial.

A reprodutibilidade interexperimentos, foi medida com a disperséo de
resultados dos ensaios em estudo, em afericbes de replicatas de uma mesma
amostra para cada espécie; P. vivax, P. malariae e P. falciparum.

6.2.6 Anélises Estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas com o software GraphPad Prism
5.0.1, através dos testes de regressdo linear, teste “t” de Student e One Way
ANOVA; poés-teste Tukey. Valores de “p” inferiores a 0,05 foram considerados

significativos para o teste.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 TESTES INICIAIS PARA PADRONIZACAO DOS ENSAIOS DE gPCR NO CHIP

7.1.1 Testes iniciais para padronizacdo dos ensaios com DNA P. falciparum

Este estudo foi iniciado a partir dos testes de PCR em Tempo Real para
diagnéstico de malaria na plataforma ABI7500, ja padronizados no IBMP, tanto em
formato liquido quanto gelificado. A FIGURA 09 exemplifica os resultados das
amplificacBes das reacgfes liquidas (FIGURA 09 A) e gelificadas (FIGURA 09 B) na
plataforma ABI7500.
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FIGURA 09 - CURVA DE AMPLIFICACAO DA PCR EM TEMPO REAL - REACAO LIQUIDA (A);

CURVA DE AMPLIFICACAO DO PCR EM TEMPO REAL- REACAO GELIFICADA (B).
Nota: P. malariae (Mal) linhas laranja; RNAse P (RNP) linhas vermelhas; P. falciparum (Fal) linhas
verdes; P. vivax (Viv) linhas rosas. As linhas vermelhas na horizontal representam o threshold
calculado para cada reacéo de deteccdo do DNA de Plasmodium spp. e as linhas rosas na horizontal
o threshold calculado para a reacéo de detec¢céo do gene de RNAse P humana.

Experimento similar foi realizado a fim de reproduzir os resultados usando o
termociclador portatil Q3. Como amostra, utilizou-se primeiramente a diluigdo 1:10
do DNA de P. falciparum extraido do pool de amostras clinicas enviadas pelo CDC
(concentragcao estoque de 9,8 ng/uL na reacdo). Partindo da mesma concentragao
da mistura de reacdo padrédo (mistura de reacédo padronizada para o ABI7500), foi
preparada a reacdo de PCR em Tempo Real no chip, tanto para reacéo liquida
guanto para a reacao gelificada em um volume final de 5 pL.

Sun et al. (2013), otimizaram as condi¢cdes de gelificacdo para gPCR em
chip testando cinco volumes diferentes e verificaram que o melhor desempenho da

reacao gelificada foi obtido com volumes finais entre 4,2 e 4,9 yuL. No presente
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estudo, também foram realizados testes para otimizacado do volume final da reacéo,
e estes indicaram a possibilidade de utilizacdo de até 3 pL de volume final. Porém,
em linha com os resultados de Sun et al. (2013), o volume final mais adequado para
a reacao gelificada foi de 5 pL (dados ndo mostrados).

As condicdes de ciclagem dos testes iniciais foram de 99°C por 40 segundos
seguidos de 45 ciclos de 99°C por 20 segundos e 64°C por 30 segundos. Os
parametros oticos foram calibrados em led power 7, ganho de camera 5.31 e captura
de imagem de 0.25 f/s (fotos por segundo) para o canal de leitura da fluorescéncia
FAM (deteccdo de cada uma das trés espécies de plasmédios P. falciparum, P.
malariae e P. vivax). Para o canal de leitura da fluorescéncia HEX (deteccdo da
RNAse P), foi calibrado led power em 10, ganho de camera 5.31 e captura de
imagem de 0.25 f/s. Confirmando a expectativa, houve deteccdo do DNA de P.
falciparum tanto para a reacao liquida quanto para a gelificada na plataforma Q3
(FIGURA 10). Entretanto, a falta de reprodutibilidade entre as réplicas (linhas
amarelas) e uma baixa amplitude do platdé de fluorescéncia na fase estacionaria
(diferenca entre a fluorescéncia do platd na fase estacionaria e a fluorescéncia

basal) sugeriu indicava que a reacao precisava ser e otimizada (FIGURA 10).
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FIGURA 10 - FIGURA DE AMPLIFICACAO DO DNA DE P. falciparum DA REACAO PADRAO DE
MENOR CONCENTRAGAO DE INICIADORES E SONDA.

Nota: Deteccdo P. falciparum: reagdo gelificada (linha amarela); reacdo liquida (linha verde).

Deteccdo RNAse P: reacdo gelificada (linha azul); reacao liquida (linha rosa). Linha vermelha na

horizontal representa o threshold (1,6) calculado para a reacdo de P. falciparum e a linha branca na

horizontal o threshold (4,2) calculado para a reacdo do gene de RNAseP humana.
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E importante ressaltar que o algoritmo de célculo do software da plataforma
Q3 utiliza os valores maximos de fluorescéncia de cada curva para determinar a
fluorescéncia basal e, consequentemente, o valor de threshold. Desta forma, fases
estacionarias com baixa fluorescéncia diminuem a sensibilidade da reacdo e,
portanto, ndo sdo desejaveis.

Com o intuito de intensificar a deteccdo do alvo e aumentar a amplitude de
fluorescéncia obtida no teste inicial (FIGURA 10), preparou-se uma reacgao
aumentando em trés vezes a concentracao de iniciadores Plasmo 1 e Plasmo 2 (de
0,4 para 1,2 uM), e sonda para P. falciparum (de 0,08 para 0,24 uM) Nesta reacao,
foram adicionados também os iniciadores e sonda para o controle endogeno RNAse
P.

Foram utilizadas as mesmas condicdes de ciclagem e parametros 6ticos
para a deteccdo do DNA de P. falciparum (FAM), mas alterando os parametros
oticos para fluorescéncia RNAse P (HEX) como segue: led power de 7 para 10, e o
ganho de camera de 5.31 para 16.03; e captura de imagem de 0.25 f/s.

Analisando a amplificacdo obtida para a reacdo com maior (3X)
concentracdo de iniciadores e sonda para P. falciparum e com parametros oticos
modificados (FIGURA 11 A), é possivel observar uma melhor deteccdo em relagédo a
condicao anterior (FIGURA 11 B).

FIGURA 11 - FIGURA DE AMPLIFICACAO DO DNA DE P. falciparum CONTENDO 3X
INICIADORES E SONDA (A); AMPLIFICACAO DO DNA DE P. falciparum
CONTENDO 1X INICIADORES E SONDA (B).
Nota: Deteccdo P. falciparum: reagdo gelificada (linha amarela); reacdo liquida (linha verde).
Deteccao RNAse P: reacdo gelificada (linha azul); reacao liquida (linha rosa). (A) Linha vermelha na
horizontal representa o threshold (1,7) calculado para a reacédo de P. falciparum e a linha branca na
horizontal o threshold (4,2) calculado para a reacao do gene de RNAseP humana; (B) Linha vermelha
na horizontal representa o threshold (1,6) calculado para a reagédo de P. falciparum e a linha branca
na horizontal o threshold (4,2) calculado para a reacdo do gene de RNAseP humana.
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Dentre as melhoras observadas, podemos citar que as réplicas séo
similares, a curva de amplificagdo tem o formato sigmoidal caracteristico, e a
amplitude da fluorescéncia do platé da fase estacionaria € satisfatéria.

E possivel observar também que as reacdes para deteccdo de P. falciparum
ou RNAse P néo sofrem alteracao significativa quando séo gelificadas por 24 horas
(FIGURA 11). A TABELA 04 resume os resultados obtidos com pelo menos 3 chips
de cada condicdo experimental testada nos experimentos mostrados na FIGURA 11.
E possivel observar que o aumento da concentracéo de iniciadores e sondas para P.
falciparum resultou em um ganho de sensibilidade (deteccdo da mesma amostra em
um Ct menor), e que este ganho se manteve quando as reacdes foram gelificadas.

Alemayehu et al. (2013), em ensaios de PCR em Tempo Real na plataforma
ABI7500, amplificaram DNA de P. falciparum utilizando o sistema TagMan, com
iniciadores em concentragdes de 0,2 uM e 0,4 pM, e verificaram que a eficiéncia do
teste foi diretamente proporcional a concentracdo dos iniciadores. Da mesma forma,
os resultados obtidos no presente estudo, (FIGURA 11 e TABELA 04), mostram que
concentracfes maiores de iniciadores produzem melhores resultados para deteccao
do parasito. Entretanto, este aumento de concentragcdo tem um limite, pois quando
foram utilizadas maiores concentracfes de sondas (até nove vezes a concentracédo

inicial; ver TABELA 2), observou-se inibicdo da qPCR (dados ndo mostrados).

TABELA 04 - MEDIA DOS Ct PARA P. falciparum E RNAse P PARA AS REACOES COM
CONCENTRACAO 1X E 3X DE OLIGONUCLEOTIDEOS

OLIGONUCLEOTIDEOS A 1X

REACAO P. falciparum RNAse P
GELIFICADA 23,33+0,72 26,60 +0
LIQUIDA 24,06+ 2,14 26,93 + 0,44
OLIGONUCLEOTIDEOS A 3X
REACAO P. falciparum RNAse P
GELIFICADA 21,20+ 0,51 26,73+ 0,41
LIQUIDA 21,40 £ 0,26 27,16+ 0,26

Seguindo a logica observada de aumento da qualidade e sensibilidade da
reacdo mediante aumento da concentracdo de iniciadores e sondas (FIGURA 11 e

TABELA 04), e de acordo com resultados ja obtidos pelo grupo desta pesquisa
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(RAMPAZZO et al. 2014), foram preparadas reaces liquidas e gelificadas contendo
reagentes para deteccao de P. falciparum como na FIGURA 11 A, porém acrescido
de cinco vezes (5X) a concentracao de iniciadores e sonda para deteccdo da RNAse
P (TABELA 02).

O experimento foi realizado em duplicata para cada amostra em 09 chips
distintos; totalizando 18 réplicas de uma mesma amostra. Foi utilizada a mesma
ciclagem e mantidos os mesmos parametros oticos da FIGURA 11 (led power 7,
ganho de camera 5.31 e captura imagem de 0.25 f/s para P. falciparum e led power
10, ganho de camera 16.03 e captura de imagem de 0.25 f/s para RNAse P). Do
total das 18 réplicas, foi observado que em 16 delas houve um aumento significativo
na deteccdo da amplificacdo do sinal RNAse P, tanto para as reacdes liquidas
guanto para as gelificadas (FIGURA 12).

A reacdo contendo cinco vezes mais oligonucleotideos para RNAse P
resultou em um melhor desempenho na deteccdo da amplificagcdo deste alvo
(FIGURA 12).
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FIGURA 12 - AMPLIFICACAO DAS TRIPLICATAS TECNICAS DE DNA P. falciparum COM AS
CONCENTRACOES DE TRES VEZES (3X) E CINCO VEZES (5X)
OLIGONUCLEOTIDEO PARA P. falciparum E RNASE P RESPECTIVAMENTE.

Nota: Detecgcdo P. falciparum: reacdo gelificada (linha azul); reacdo liquida (linha verde). Deteccéo

RNAse P: reacao gelificada (linha rosa claro); reacéo liquida (linha rosa escuro). (A) Linha vermelha

na horizontal representa o threshold (4,5) calculado para a reagéo de P. falciparum e a linha branca

na horizontal o threshold (5,7) calculado para a reacdo do gene de RNAseP humana.

E possivel observar que todas as réplicas amplificaram e a amplitude do

sinal fluorescente aumentou significativamente (linha rosa, FIGURA 12). A média e
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variacdo dos Ct obtidos para as 16 réplicas para a reacao contendo 3X iniciadores e

sonda P. falciparum em conjunto com 5X de iniciadores e sonda RNAse P podem

ser observados na TABELA 05.

TABELA 05 - MEDIAS E VARIAGAO DOS VALORES DE Ct PARA P. falciparum E RNAse P.

REACAO P. falciparum RNAse P
Reacdo gelificada 20,34 £ 0,77 25,42 + 3,42
20,01 £0,47 25,54 +£1,31

Reacdao liquida

7.1.2 Ensaios de padronizagcédo para deteccéo da curva padréo e definicdo do limiar

de deteccéo

Apos verificar a reprodutibilidade dos testes de PCR em Tempo Real na

plataforma Q3 (FIGURAS 10 a 12), foram realizados os testes de verificacdo do

limite de deteccdo (LOD) utilizando amostras artificialmente contaminadas com

guantidades conhecidas de P. falciparum obtidos de cultura, conforme descrito em

métodos (secédo 6.1.2).

Utilizando como parametro os pontos da curva padrao amplificados no

equipamento ABI7500 (FIGURA 13), foram definidos trés pontos para testes no

equipamento Q3: 25 parasitos/uL, 6,25 parasitos/yL e 1,56 parasitos/uL.

FIGURA 13 - CURVA PARA DETECCAO DE PCR EM TEMPO REAL SIMPLEX DAS CURVAS DE
DNA GENOMICO PARA P. falciparum NO APARELHO ABI7500.

Nota: 1,56 parasitos/uL (linha azul), 6,25 parasitos/uL (linha verde), 25 parasitos/pL (linha laranja). A

figura mostra triplicata de cada concentracdo de parasitos para duas diluicbes seriadas
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independentes. A linha verde na horizontal representa o threshold calculado para a reacédo de P.
falciparum.

Os resultados mostrados na FIGURA 14 s&o representativos dos
experimentos realizados em condigBes 6timas, alcancadas apds serem testados
varios parametros, dentre eles: aumento do ciclo de extensdo de 30 para 60
segundos, variagdes dos parametros 6ticos, tais como o ganho (de 5.31 para 8.03) e
o led power (de 7 para 10). A condicao que apresentou melhor desempenho na
amplificacdo dos trés pontos da curva de diluicdo de DNA de P. falciparum foi obtida
com ciclo de extensdo em 60 segundos, e parametros oticos em led power 10 e
ganho 5.31 (FIGURA 14).
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FIGURA 14 - AMPLIFICACAO DO PCR EM TEMPO REAL DUPLEX DA CURVA DE DILUICAO DE
DNA DE P. falciparum DAS AMOSTRAS ARTIFICIALMENTE CONTAMINADAS.

Nota: Detec¢do Plasmodium: 1,56 parasitos/pL (linha azul), 6,25 parasitos/pL (linha verde), 25

parasitos/pL (linha laranja); deteccdo RNAse P: 1,56 parasitos/uL (linha amarela), 6,25 parasitos/uL

(linha rosa), 25 parasitos/pL (linha branca). A linha vermelha na horizontal representa o threshold

(4,5) calculado para a reacdo de P. falciparum e a linha branca na horizontal o threshold (5,2)

calculado para a reacéo do gene de RNAse P humana.

Tanto a PCR em Tempo Real no ABI7500 quanto no chip (Q3), foram
capazes de amplificar todas as amostras testadas, sendo a de menor diluicdo (25
parasitos/uL) detectada na plataforma Q3 com Ct de 30,1 e a maior diluicao (1,56
parasitos/uL) com Ct de 33,5 e na plataforma ABI7500 a menor diluicdo (25
parasitos/uL) detectada com Ct de 31,16 e a maior diluicdo (1,56 parasitos/pL) com

Ct de 35,37. A média dos resultados da deteccdo das diferentes concentracfes de
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P. falciparum em ambas as plataformas, e também para deteccdo de RNAse P no
Q3, podem ser observados na TABELA 06.

Foram testadas também amostram mais diluidas, contendo DNA de P.
falciparum equivalente a 0,8 parasitos/plL, e os resultados obtidos foram negativos
(dados ndo mostrados). Estes resultados sugerem que o limite de detecc&o (LOD)
da reacdo de gPCR desenvolvida para ambas as plataformas estéd ao redor de 1,56
parasitos/uL, em concordancia com resultados publicados por outros autores
(KAMAU et al., 2013).

TABELA 06 - ANALISE DOS RESULTADOS DAS MEDIAS E VARIACAO DOS VALORES DE Ct
CONSIDERANDO OS DIFERENTES PONTOS DA CURVA DE DILUICAO DO DNA
P. falciparum.

MEDIA DOS Ct DA CURVA DE DILUICAO DNA P. falciparum Q3

P. falciparum RNAse P
25 PARASITOS/ul 29,98 + 0,21 29,76 £ 0,21
6,25 PARASITOS/l 31,42 + 0,09 30,10+ 0,10
1,56 PARASITOS/ul 33,50 + 0,52 30,53 + 0,32

MEDIA DOS Ct DA CURVA DE DILUICAO DNA P. falciparum ABI7500

P. falciparum RNAse P
25 PARASITOS/u 31,16 £ 0,21 N&o realizado
6,25 PARASITOS/ul 33,51+0,40 N&o realizado
1,56 PARASITOS/ul 35,37+ 0,30 N&o realizado

Alemayehu et al. (2013), também realizaram experimentos utilizando sistema
TagMan na plataforma ABI7500 e determinaram o LOD em 0,3 parasitos/uL. De
acordo com esses pesquisadores, o baixo numero de coépias do gene alvo do
parasito pode dificultar a determinagéo do LOD na amostra.

Os resultados das amplificagbes da curva de diluicdo em reacdes liquidas
para determinar o limiar de deteccédo nas plataformas ABI7500 (FIGURA 13) e Q3
(FIGURA 14) foram comparados para avaliar o desempenho do limiar de detecgéo.
Na TABELA 06, é possivel verificar a similaridade dos resultados entre as
plataformas ABI7500 e Q3. A diferenca de Ct observada é constante ao longo das
diluicdes e néo interfere no LOD, ja observada em outro teste (RAMPAZZO et al.,
2014). Desta forma, considerou-se que ndo ha diferencas significativas entre as

plataformas com relacdo ao limiar de detecgéo.
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Na FIGURA 15, pode-se observar que, apesar das diferencas entre os Ct,
ambas as reacbes sio lineares na faixa de diluicéo testada. E possivel perceber que
a reacao na plataforma Q3 sofre alguma influéncia que a torna artificialmente mais
eficiente (eficiéncia de 187,55% para Q3 versus 95,30% para ABI7500). Entretanto,
acredita-se que esta diferenca néo sera significativa em testes clinicos, pois o LOD
foi preservado (FIGURAS 13 e 14 e TABELA 06), caracteristica importante em um
teste tipo POC.
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FIGURA 15 - MEDIA DOS Ct DE DETECCAO DA REACAO LIQUIDA DA CURVA PADRAO DO DNA
P. falciparum DE PCR EM TEMPO REAL NA PLATAFORMA ABI7500 E Q3 VERSUS
A QUANTIDADE LOGARITMICA DE PARASITOS.

Nota: ABI7500 (linha preta); Q3 (linha vermelha).

Esses dados estdo de acordo com os resultados publicados por Rampazzo
et al. (2014), utilizando o patégeno Tripanossoma cruzi como objeto de estudo, no
gual encontraram eficiéncia de 142% para o ABI7500 e eficiéncia de 163% para o
Q3 para reac0es liquidas; os mesmos autores encontraram valores de R2 = 0,982
para ABI7500 e R2 = 0,974 no Q3. Dessa forma considerou-se que os valores de R?
e eficiéncia encontrados para a plataforma Q3 no presente estudo séao similares aos
publicados por Rampazzo e colaboradores (2014). Além disso, em concordancia
com os resultados deste estudo, estes autores também mostraram que o LOD para
detecgcéo do DNA de T. cruzi ndo foi alterado, apesar da diferenga de eficiéncia entre

as reacoes.
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Plataformas microfluidicas representam uma tecnologia promissora para
deteccdo de &cidos nucleicos (FOCKE et al., 2010; SUN et al., 2011). Disponivel em
chip ou cartuchos, estas plataformas incorporam um mix de reagentes e controle
eficiente da temperatura, para se tornar totalmente compativel com técnicas como
PCR em Tempo Real (LIU et al., 2009). De acordo com CHAN et al. (2013), o
método de PCR em Tempo Real possui sensibilidade e acuracia suficiente para
diagnosticar varios alvos em reacdes multiplex. Porém, é de dificil manipulacao,
além de requerer técnico treinado e equipamentos de alto custo para o
desenvolvimento dos experimentos. Em situacdo oposta, os testes de diagndstico
tipo point of care baseados em microfluidica envolvem solucbes de facil uso,
miniaturizacdo da reacdo e alvos multiplex; gerando um &timo potencial para
aprimorar o tratamento de pacientes que necessitam de um diagndstico rapido
(KULINSKY et al., 2013).

O sistema de PCR em Tempo Real no chip da plataforma Q3 apresenta
vantagens sobre o sistema de deteccdo em placa da plataforma ABI7500. A
interface do Q3 utiliza um chip de silicio para modular a temperatura da reacdo, que
permite uma rapida variagcdo da temperatura durante a oscilagdo da ciclagem, e
diminui assim o tempo total da reacdo (RAMPAZZO et al.,, 2014). No presente
estudo, foi utilizada uma reacdo de 80 minutos na plataforma Q3, contrastando com
105 minutos das reacdes previamente padronizadas pelo grupo de desenvolvimento
do IBMP na plataforma ABI7500. Interessantemente, notou-se que ha uma diferenca
média de 2 a 3 Ct entre as plataformas ABI7500 e Q3, onde este Ultimo apresenta
valores mais baixos. Rampazzo et al. (2014), também notaram uma diferenca meédia
de 3 a 5 Ct a menos para os resultados obtidos com a plataforma Q3 em
comparacao com ABI7500 para o parasito T. cruzi. Entretanto, da mesma forma que
0s resultados mostrados aqui, o LOD para detecgdo de T. cruzi no Q3 é similar ao
obtido no ABI7500. A partir destes dados, sugere-se que a plataforma Q3 apresenta
sensibilidade e precisdo apta para diagnosticar doencas infecto parasitarias com o

mesmo nivel de sensibilidade que a plataforma padrdo ABI7500.

7.2 DESEMPENHO COMPARATIVO DA PCR EM TEMPO REAL PARA AS
REACOES LIQUIDAS E GELIFICADAS NA PLATAFORMA Q3 EM FUNCAO DO
LOD
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A partir dos resultados apresentados na FIGURA 14, realizou-se a
gelificagdo daquela reagdo no chip Q3, e resultados representativos das
amplificacbes da curva de diluicdo podem ser observados na FIGURA 16. Nota-se

gue nédo ha diferenca entre as reacoes liquidas e gelificadas quanto ao LOD.
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FIGURA 16 - REPRESENTAQAO DA DETEC(;AO DO PCR EM TEMPO REAL DUPLEX
GELIFICADO PARA A CURVA DE DILUICAO DE DNA DE P. falciparum DAS
AMOSTRAS ARTIFICIALMENTE CONTAMINADAS.

Nota: Deteccdo Plasmodium: 1,56 parasitos/pL (linha laranja), 6,25 parasitos/pL (linha amarela), 25

parasitos/pL (linha verde); deteccdo RNAse P: 1,56 parasitos/uL (linha vermelha), 6,25 parasitos/pL

(linha branca), 25 parasitos/pL (linha rosa). A linha vermelha na horizontal representa o threshold

(3,5) calculado para a reacdo de P. falciparum e a linha branca na horizontal o threshold (4,3)

calculado para a reacéo do gene de RNAse P humana.

Os resultados apresentados na TABELA 07 sdo as meédias de trés
experimentos para deteccdo das diferentes concentracdes de parasitos.
Comparando-se os valores de Ct para reacdo liquida e gelificada da curva de P.
falciparum nota-se a similaridade dos resultados entre as reac¢fes conduzidas na

plataforma Q3.

TABELA 07 - COMPARACAO DE CICLOS DE DETECCAO DAS DIFERENTES CONCENTRACOES
DE PARASITAS - LIQUIDA E GELIFICADA NA PLATAFORMA Q3.

CARGA PARASITARIA Q3 GELIFICADA Q3 LIQUIDA
25 parasitos/pL 29,90 + 0,07 29,98 + 0,21
6,25 parasitos/uL 31,30 + 0,40 31,40 £ 0,09

1,56 parasitos/uL 33,10+ 0,30 33,65+ 0,52
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Realizou-se entdo uma regresséo linear para comparar o desempenho da
deteccdo da curva padrdo entre as reac6es liquidas e gelificadas (FIGURA 17).

Ambas as reacGes conduzidas no Q3 demonstraram desempenhos
semelhantes, podendo-se observar nos valores de eficiéncia (187,6% e 137,7% para
reacdo liquida e gelificada, respectivamente) e R2 (0,99 e 0,95 para reacéo liquida e
gelificada, respectivamente).

Os resultados apresentados na TABELA 07 mostram que as reacdes
liguidas e gelificadas possuem desempenhos semelhantes. Estes resultados
também estdo em concordancia com Iglesias et al. (2014), que verificaram que 0s
ensaios de PCR em Tempo Real em reacdes gelificadas, conduzidos em
equipamento convencional, apresentaram sensibilidade similar e uma excelente
especificidade em comparacdo a microscopia e o teste rapido.

As curvas obtidas em ambas as condi¢bes (liquida versus gelificada)
(FIGURA 17) foram comparadas através do teste “t de Student”, ndo sendo

observadas diferencas entre os mesmos pontos das diferentes reac¢des (p=0,8717).
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FIGURA 17 - MEDIA DOS VALORES DE Ct DA DETECQAO DA CURVA DE DILUIQAO DO DNA DE
P. falciparum DAS REACOES LIQUIDAS E GELIFICADAS DE PCR EM TEMPO REAL
NA PLATAFORMA Q3 VERSUS A QUANTIDADE LOGARITMICA DE PARASITOS.

Nota: Q3 reacéo liquida (linha vermelha); Q3 reacao gelificada (linha azul). Teste “t” (p = 0,8717).
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7.3 PADRONIZACAO DO CONTROLE INTERNO DA REACAO (DETECCAO DO
GENE HUMANO RNAse P)

Considerando-se que as amostras de pacientes obtidas estavam agrupadas
em um pool, é possivel que o DNA genbmico de cada amostra esteja presente em
concentragdes diferentes. Desta forma, foi utilizado a detecgdo do gene humano
RNAse P, comumente usado como controle endégeno em gPCR, para balizar a
guantidade de DNA genbmico que estava sendo testado nas reacdes. Para
determinar esta quantidade, as amostras de DNA de P. falciparum foram diluidas
seriadamente trés vezes (razdo 1:10) obtendo as diluicées 1:10, 1:100 e 1:1000. Nos
experimentos anteriores com P. falciparum, foi utilizada a diluicdo 1:10 (FIGURAS 10

a 12). Tracados representativos estdo mostrados na FIGURA 18.
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FIGURA 18 - DETERMINACAO DO LIMIAR DE DETECCAO DO CONTROLE ENDOGENO RNAse P
UTILIZANDO O DNA DE P. falciparum NO DIAGNOSTICO DE PCR EM TEMPO REAL
PARA MALARIA NA PLATAFORMA Q3.

Nota: Deteccdo P. falciparum: diluicdo 1:10 (linha verde), diluicdo 1:100 (linha vermelha), diluicao

1:1000 (linha amarela); deteccdo RNAse P: diluicdo 1:10 (linha rosa), diluicdo 1:100 (linha laranja),

diluicdo 1:1000 (linha azul). A linha vermelha na horizontal representa o threshold (6,5) calculado para

a reacao de P. falciparum e a linha branca na horizontal o threshold (5,8) calculado para a reagéo do

gene de RNAse P humana.

E possivel observar que, em relacdo a presenca do gene RNAse P, a

diluicho da amostra contendo DNA de P. falciparum que obteve a detecgdo que
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melhor se compara com as outras amostras de DNA P. malariae e P. vivax foi a
del:100. O valor de Ct obtido é similar ao encontrado em amostras utilizadas em
outros projetos do IBMP (28 < Ct > 30). Os resultados das triplicatas experimentais
estdo resumidos na TABELA 08.

TABELA 08 - MEDIA DOS Ct DAS DILUICOES DE DNA P. falciparum PARA DETERMINAGCAO DO
LIMIAR DE DETECGCAO DO CONTROLE ENDOGENO RNAse P.

DILUICAO DNA P. falciparum RNAse P
P. falciparum 1:10 20,06 £ 0,56 26,12 +1,35
P. falciparum 1:100 22,34 + 0,40 28,00+ 0,18
P. falciparum 1:1000 26,08 + 0,87 31,68 +1,28

Kamau et al. (2013) determinaram o LOD de DNA gendomico de P.
falciparum em 310 parasitos/uL na plataforma ABI7500, tendo encontrado os
seguintes valores de Ct para a detecdo de P. falciparum: diluicdo 1:10 (Ct 21,77);
diluicdo 1:100 (Ct 24,19) e diluicdo 1:1000 (Ct 26,3); e 0 gene RNAse P, diluicédo
1:10 (Ct 22,3); diluicdo 1:100 (Ct 24,98) e diluicdo 1:1000 (Ct 27,38). Comparando-
se estes resultados com os mostrados na TABELA 08, observa-se que ha uma
correlacdo dos valores de Ct para P. falciparum na plataforma Q3 com os resultados
dos Ct encontrados pelos pesquisadores citados quando foi testada neste estudo a
diluicdo 1:100.

7.4 PADRONIZACAO DAS REACOES LIQUIDAS E GELIFICADAS PARA
DETECCAO DE DNA DE P. falciparum, P. vivax E P. malariae NA PLATAFORMA

Q3

Apos verificar a melhor condicéo para deteccdo das amostras mais diluidas
(FIGURA 14), foram preparados dezoito chips para as reacdes liquidas em duplicata
para detectar o DNA de cada espécie; P. falciparum, P. vivax e P. malariae,
contendo diferentes concentragdes dos iniciadores e sondas especificos (TABELA
02). A figura representativa da amplificacdo da reacao liquida de P. falciparum, P.
malariae e P. vivax em diferentes condi¢cdes de concentracfes estdo representadas
na FIGURA 19. E importante ressaltar que a FIGURA 19 A é semelhante & FIGURA
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12, com a correcdo na concentracdo do DNA de P. falciparum sugerida pelos
valores de Ct para detecgcdo de RNAse P (FIGURA 18).
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FIGURA 19 - REPRESENTACAO DA AMPLIFICACAO PARA PADRONIZACAO DAS REACOES
LIQUIDAS DE P. falciparum (A); AMPLIFICACAO PARA PADRONIZACAO DAS
REACOES LIQUIDAS DE P. malariae (B); AMPLIFICACAO PARA PADRONIZACAO
DAS REACOES LIQUIDAS DE P. vivax (C).
Nota: (A) Detecgcéo P. falciparum: 1x (linha laranja); 2x (linha verde); 3x (linha amarela), deteccéo
RNAse P: (linhas vermelhas). (B) Deteccdo P. malariae: 1x (linha laranja); 2x (linha verde); 3x (linha
amarela), deteccdo RNAse P: (linhas vermelhas). (C) Deteccéo P. vivax: 1x (linha laranja); 2x (linha
verde); 3x (linha amarela) sem RNAse P. (A) Linha vermelha na horizontal representa o threshold
(4,5) calculado para a reacao de P. falciparum e a linha branca o threshold (5,4) calculado para o
gene RNAse P. (B) Linha vermelha na horizontal representa o threshold (3,2) calculado para a reacao
de P. malarie e a linha branca o threshold (4,8) calculado para o gene RNAse P. (C) Linha vermelha
na horizontal representa o threshold (4,9) calculado para a reacéo de P. vivax.

E possivel observar que a condicdo que obteve melhor desempenho
apresentando amplificacdo e deteccdo dos alvos para todas as réplicas foi a
condicdo com concentracdo trés vezes maior (1,2 pM) de iniciadores em conjunto
com a concentracao trés vezes maior (0,24 uM) de sonda especifica (TABELA 09).

As reacdes com outras condi¢cdes de concentragdes testadas (TABELA 02),

nao apresentaram amplificagdes (dados ndo mostrados).
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TABELA 09 - MEDIA DE Ct OBTIDOS PARA A PADRONIZACAO DOS ENSAIOS DAS REACOES
LIQUIDAS DE P. falciparum, P. malariae E P. vivax.

CONCENTRAGCAO DE
SONDA ESPECIFICA

CONCENTRAGCAO DE
INICIADOR 0,4uM

CONCENTRACAO DE
INICIADOR 1,2uM

Plasmodium falciparum

0,08 uM 23,10+ 0,68 22,72 +0,29
0,16 pyM 23,10+ 0,52 22,37 +0,31
0,24 uM 22,88 £ 0,62 22,17 £ 0,45
Plasmodium malariae
0,08 uM 27,22 +1,03 25,43 + 0,57
0,16 uM 27,15+1,03 25,23 +0,25
0,24 uyM 27,05+0,28 24,87 £ 0,25
Plasmodium vivax
0,08 uM 25,90+1,00 24,73 +£0,30
0,16 uM 23,78+ 1,14 23,18 £ 0,69
0,24 uM 22,65+1,02 22,08 + 0,29
0,08 uM 23,10 £ 0,68 22,72 £ 0,29
0,16 uM 23,10 £ 0,52 22,37 +0,31
0,24 uM 22,88 £ 0,62 22,17 £ 0,45
Plasmodium malariae
0,08 uM 27,22 +£1,03 25,43 £ 0,57
0,16 uM 27,15+1,03 25,23 +0,25
0,24 uM 27,05+0,28 24,87 £ 0,25
Plasmodium vivax
0,08 pM 25,90 £ 1,00 24,73 £ 0,30
0,16 uM 23,78+ 1,14 23,18 £ 0,69
0,24 uM 22,65+1,02 22,08 + 0,29

Na FIGURA 20, pode-se observar o resultado representativo de uma
deteccdo das trés espécies P. falciparum, P. vivax e P. malariae em um mesmo chip,
com as melhores condi¢cbes experimentais obtidas até o momento.

A partir dos resultados obtidos na TABELA 09, realizou-se 18 réplicas para
padronizacao da reacao gelificada com as trés espécies P. falciparum, P. vivax e P.

malariae no chip, em paralelo a reacéo liquida.
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FIGURA 20 - FIGURA REPRESENTATIVA DA AMPLIFICACAO PARA PADRONIZACAO DAS
REACOES LIQUIDAS DE P. falciparum, P. malariae E P. vivax.

Nota: Deteccéo P. falciparum: (linha verde); Detecgcdo RNAse P: (linha rosa). Deteccdo P. malariae:

(linha laranja); Deteccdo RNAse P: (linha cinza). Detec¢éo P. vivax: (linha azul); Deteccdo RNAse P:

(linha amarela). A linha vermelha na horizontal representa o threshold (4,9) calculado para a reagéo

de P. falciparum, P. malarie e P. vivax e a linha branca na horizontal o threshold (5,2) calculado para

a reacdo do gene da RNAse P humana.

A amplificacdo representativa das reacoes liquidas e gelificadas realizadas

no mesmo chip encontra-se na FIGURA 21.
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FIGURA 21 - FIGURA REPRESENTATIVA DA AMPLIFICACAO DAS REAGCOES LIQUIDAS E
GELIFICADAS NO CHIP COM DNA DE P. falciparum, P. malarie E P. vivax.
Nota: Deteccao P. falciparum: reacédo gelificada (linha roxa); reacéo liquida (linha lilas), detecgéo
RNAse P: reacao gelificada (linha azul); reacéo liquida (linha amarela). Detec¢do P. malariae: reacédo
gelificada (linha laranja); reacéo liquida (linha laranja), deteccdo RNAse P: reacéo gelificada (linha
rosa); reagédo liquida (linha salméo). Detecgéo P. vivax: reacdo gelificada (linha azul); reagdo liquida
(linha verde), deteccao RNAse P: reacao gelificada (linha salmé&o); reacédo liquida (linha amarela). A
linha vermelha na horizontal representa o threshold (3,2) calculado para a reacéo de P. falciparum, P.
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malariae e P. vivax e a linha branca na horizontal o threshold (4,5) calculado para a reacdo do gene
de RNAse P humana.

As reacOes gelificadas e liquidas no chip apresentaram pouca variabilidade
entre as réplicas. A reagéo gelificada demonstrou um desempenho similar a reacdo
liquida, apresentando deteccao e amplificacdo esperada para os Ct de P. falciparum,
P. malarie e P. vivax. Os valores das médias de Ct obtidos para padronizacao das
reacoes liquidas e gelificadas no mesmo chip estdo descritos na TABELA 10.

TABELA 10 - VALORES DAS MEDIAS DOS Ct DAS REAGOES LIQUIDAS E GELIFICADAS NO
CHIP

REACAO P. falciparum RNAse P P. malariae RNAse P P. vivax RNAse P

GELIFICADA 23,20+0,28 28,10+0,56 24,93+0,56 27,36+1,00 26,35+0,35 29,05+0,91

LiQUIDA  23.63%075 2875%049 2653:030 2850+0,14 2640£0,70 30,02+0,42

Sun et al. (2013), realizaram um PCR em Tempo Real comparando
reagentes liquidos e gelificados e, ao observarem os produtos amplificados em gel
de agarose a 2% sugeriram que a integridade da enzima foi mantida durante o
processo de gelificacdo. Os resultados dos reagentes de gelificacdo estocados por 3
meses a 4°C, demonstraram viabilidade no sistema lab-on-a-chip.

Iglesias et al. (2014), realizaram um estudo de comparacdo utilizando
reagente gelificados entre a qPCR, a nested PCR, um teste rapido comercial e a
microscopia para deteccdo de Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax e
Plasmodium malariae. Os autores determinaram uma sensibilidade de 98,1% para o
teste gelificado para os ensaios de gPCR, sendo superior a microscopia
(sensibilidade de 82,7%) e o teste rapido (sensibilidade de 94,2%). Todos os testes
obtiveram uma alta especificidade para identificar as trés espécies do género
Plasmodium spp. (100%). Entretanto, o teste que apresentou maior sensibilidade
(98,1%) foi o qPCR, confirmando a importancia de estudos como este aqui

desenvolvido.

7.5 DESEMPENHO DA PCR EM TEMPO REAL PARA REACOES LIQUIDAS E
GELIFICADAS NA PLATAFORMA Q3 E NA PLATAFORMA ABI7500
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As analises entre as reacdes liquidas e gelificadas conduzidas na plataforma
ABI7500 previamente realizadas pelo grupo de desenvolvimento do IBMP foram
gentilmente cedidas para a comparacao entre as reacdes conduzidas na plataforma
Q3. As analises dos valores de médias e variacdes de Ct das reacdes conduzidas
nas plataformas ABI7500 e Q3 encontram-se na TABELA 11. Podemos observar
que os resultados para deteccdo de P. falciparum, P. vivax e P. malariae séo
semelhantes entre as condicdes (liquida versus gelificada) e entre as plataformas
(Q3 versus ABI7500).

TABELA 11 - VALORES DE MEDIA E VARIACAO DOS Ct DAS REACOES DE PCR EM TEMPO
REAL LIQUIDAS E GELIFICADAS NAS PALATAFORMAS ABI7500 E Q3.

ESPECIE REACAO LIQUIDA REACAO GELIFICADA
Parasito (FAM) | RNAse P (HEX) P(?:r/i‘;ilt)o R?"_ﬁzsf)':’
PLATAFORMA ABI7500
P. falciparum 20,40 +0,12 25,13 + 0,08 20,11 + 0,12 24,84 + 0,17
P. vivax 26,27 + 0,30 26,69 + 0,53 25,95+ 0,15 26,32 + 0,24
P. malariae 25,75 + 0,92 26,69 + 0,36 24,05 +-0,20 26,54 + 0,21
PLATAFORMA Q3
P. falciparum 23,27 + 06 28,75 + 0,95 22,60 + 0,35 28,85 + 0,49
P. vivax 25,4 + 0,9 29,06 + 0,60 26,80 + 0,95 30,40 + 1,00
P. malariae 25,21 +0,7 26,68 + 0,36 25,12 +-0,70 27,01 +0,70

A diferenca no aumento dos valores para deteccdo do Ct quando
comparados com os valores obtidos na plataforma ABI7500, tanto para as reagoes
liguidas quanto para as reagfes gelificadas na plataforma Q3, esta provavelmente
relacionada as caracteristicas particulares do equipamento Q3, uma vez que
diferenca semelhante entre os valores de deteccao foram observados para T. cruzi
(RAMPAZZO et al., 2014).

Realizou-se uma analise de variancia (One Way ANOVA, seguido de teste
Tukey) para avaliar se ha diferenca significativa entre as reacdes de PCR em Tempo
Real, por espécie, nas diferentes plataformas. Para P. vivax e P. malariae, ndo
houve diferenca significativa entre as reaces liquidas e gelificadas, tampouco entre
as plataformas ABI7500 e Q3 (FIGURA 22 BB e 22 C).
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Para P. falciparum, n&do houve diferenca significativa nas analises
estatisticas da reacdo liquida versus gelificada na plataforma ABI7500, tampouco
para liquida versus gelificada na plataforma Q3. Entretanto, foi encontrada diferenca
estatistica (p < 0,0001) nas comparacdes entre liquida e gelificada entre ambas as
plataformas (FIGURA 22 A). Considerando que as amostras de P. falciparum e P.
vivax testadas na plataforma Q3 foram diluidas 10 vezes a mais do que para
ABI7500, de acordo com o limiar definido pelo controle endégeno (RNAse P) deste
estudo, supde-se que esta diluicdo tenha contribuido para esta diferenca estatistica
encontrada em P. falciparum. Sugere-se que a plataforma Q3 pode ser utilizada
tanto para reacfes liquidas quanto gelificadas, apresentado a mesma sensibilidade
encontrada comumente na plataforma ABI7500, apesar da diferenga vista em P.

falciparum, levando em consideracao a maior diluic&o utilizada para esta amostra.
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FIGURA 22 - ANALISE COMPARATIVA DAS REACOES DE PCR EM TEMPO REAL LIQUIDAS E
GELIFICADAS NAS PALATAFORMAS ABI7500 E Q3. - P. Falciparum (A); P.vivax (B)
E P. malariae (C).

Nota: One Way ANOVA, poés-teste Tukey. Figura A (p<0,0001); Figura B (p=0,0570); Figura C

(p=0,2990).

7.6 ASPECTOS COMPARATIVOS ENTRE OS ENSAIOS MOLECULARES DAS
PLATAFORMAS TESTADAS

Com o objetivo de avaliar o teste de diagndstico propriamente dito, com as
diferentes reacoes liquidas e gelificadas e as diferentes plataformas ABI7500 e Q3,

levando em consideracao todas as espécies testadas, foi realizada uma analise de
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variancia (One-way ANOVA) que mostrou que ndo h& diferenca significativa para
nenhum dos parametros avaliados: reacfes liquidas versus gelificadas, e plataforma
ABI7500 versus plataforma Q3, para quaisquer das trés espécies estudadas
(FIGURA 23). Sugere-se entdo que a plataforma Q3 é tao valida quanto a plataforma
ABI7500 para identificar individuos infectados e distinguir entre as espécies do

género Plasmodium spp. (Figura 23).
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FIGURA 23 - ANALISE COMPARATIVA DAS REACOES DE PCR EM TEMPO REAL LIQUIDA E
GELIFICADA ENTRE AS ESPECIES P. falciparum, P. vivax E P. malariae NAS
PALATAFORMAS ABI7500 E Q3.

Nota: One Way ANOVA (p=0,8530)
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8 CONCLUSAO

Os resultados aqui apresentados demonstram que a qPCR realizada na
plataforma portatii Q3 produz resultados comparaveis a gPCR conduzida na
plataforma padrédo ABI7500, quando utilizada para deteccdo do DNA de P.
falciparum, P. malariae, e P. vivax. A plataforma Q3 apresenta uma sensibilidade
semelhante ao ABI7500 (FIGURA 14), visto que a LOD encontrada para os dois
testes foi idéntica (1,56 parasitos/uL) (TABELA Q7).

A tabela abaixo (TABELA 12) resume as melhores condigdes experimentais

para aplicagdo na plataforma portétil Q3 encontradas no presente estudo.

TABELA 12 - CONDICOES EXPERIMENTAIS OTIMAS PARA PCR EM TEMPO REAL NO Q3

CONCENTRACAO CONCENTRACAO PARAMETROS
FINAL FINAL OPTICOS LOD CICLAGEM
99°C/
1,56 40'+45
S(SE,\%A INICIADOR S(ag;)f INICIADOR FAM HEX parasito ciclos:
s/uL 99°C/20’
64°C/60’°
led
led power
power
7, ganho 10
P. falciparum de ganho’ de
’ . Plasmo RNAse P camera A
P. vivax, (le?2) RNAse P (FeR) 531 camera
P. malariae cabtura 16,03
0,1 uM captura
0,24 uM 1,2 uM 2 uM . de de
imagem imagem
de 0.25 de 0.25
fls
fls

As reacOes gelificadas e liquidas na plataforma Q3 ndo apresentam
diferencas significativas, ou seja, ambas as técnicas podem ser utilizadas com a
mesma precisdo. O Q3 tem a vantagem de ser um equipamento portatil, de menor
dimensdo, menor utilizacdo de reagentes e com menor tempo de reacdo, assim
sendo apto para a realizacdo do teste em areas endémicas isoladas, pois néo
necessita de treinamento especializado para operagdo, tampouco de condicdes
especiais de armazenamento ou transporte.

Apesar da pequena diferenca encontrada para P. falciparum, conclui-se que
a diluicdo maior da amostra foi responsavel pela variacao significativa de Ct. Sabe-
se que quanto maior a diluicio do DNA, mais variacdo € encontrada na sua

deteccédo. Entretanto, as grandes diluicdes das amostras neste teste servem apenas
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para definir o limite minimo do diagnéstico molecular, pois estdo muito além da
capacidade de deteccdo pelo método tradicional de microscopia. Conclui-se que o
teste € capaz de detectar cargas parasitarias normalmente assintomaticas, com
grande margem de seguranca.

O teste diagnostico desenvolvido no Q3, quando avaliado em todos os seus
parametros, ndo apresenta diferenca significativa com relacéo ao teste desenvolvido
no ABI7500, mostrando que o Q3 possui condicdes ser testado na pratica clinica
(reais usuarios e ambiente de aplicacdo), com a mesma confiabilidade de um teste

molecular realizado em equipamento tradicional de PCR em Tempo Real.

9 PERSPECTIVAS DO TRABALHO

v' Testar solucdes de extracdo de DNA point of care para utilizacdo em
conjunto com o teste aqui desenvolvido. Um dos grandes obstaculos para a
utilizacdo de testes moleculares tipo gPCR em situacbes point of care é a
necessidade de preparacdo da amostra e/ou extracdo do DNA, devido a presenca
de diversos inibidores da reacdo gPCR encontrados em amostras biolégicas. Desta
forma, pretende-se testar algumas solucdes de extracdo de DNA e/ou concentracéo
dos parasitas que independem de equipamentos nao-portateis (como centrifugas).
Um exemplo é a pipeta descartavel desenvolvida pelo Dr. David Pawlowski
(University of New York at Buffalo, EUA), cujo video demonstrativo pode ser

acessado em http://www.jove.com/video/4202/. Outro exemplo é a familia de

produtos “Sample-to-SNP” da empresa Life Technologies, cujos tampdes de lise
impedem a acdo dos inibidores encontrados nas amostras biologicas e, portanto,

permitem a utilizagdo da amostra com poucos passos de manipulagao.

v" Validar novos fornecedores dos insumos chave do teste. Este passo é
importante para a transferéncia do produto para a planta de Producéo do IBMP, pois
aumenta a confiabilidade da manutencgéo da qualidade do teste independemente do
fornecedor utilizado. Desta forma, o sistema produtivo ndo se torna refém de um

determinado fornecedor, situacdo que pode ser critica no longo prazo.

v Iniciar os testes de estabilidade de longo prazo. Testes de estabilidade de

médio prazo serdo iniciados para validacdo do teste quando estocado em


http://www.jove.com/video/4202/
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temperatura ambiente (20-25°C) ou refrigerado (2-8°C). Inicialmente, serdo testados
os tempos de estocagem de 15, 30, 60 e 90 dias.

v Inclusdo da reacdo para deteccdo de P. ovale. Caso haja demanda,
podemos trabalhar em colaboracdo com a empresa STMicroelectronics para
modificar o design do chip para incluir a reacdo para deteccdo de P. ovale. Esta
demanda pode surgir dos nossos parceiros CDC (EUA) ou Instituto Nacional de
Saude de Mocambique, locais onde o teste padronizado para 0 equipamento
ABI7500 sera implementado em 2015.
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