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RESUMO

Furieri C. Pesquisa de DNA de Plasmodium em amostras de figado de simios
mortos. Dissertacdo (Mestrado). Vitoria: Universidade Federal do Espirito Santo,
2020. 88 p.

A malaria € um dos principais problemas de saude publica mundial. Apesar de
notdria pela distribuicdo de casos na regido Amazobnica, nas florestas densas do
sudeste brasileiro € sabidamente endémica e, nessas é&reas, a infeccdo €
denominada maléaria residual de sistemas de Mata Atlantica. Nessa regido, também
€ comprovada a presenca de malaria simia. Dada a possibilidade da doenca ser
uma zoonose nesse contexto, € necessario compreender a sua dinamica nas
populacbes de primatas ndo-humanos, para que se possa prever o risco zoonotico.
Além disso, a transferéncia do Plasmodium entre os simios e 0os seres humanos
merece ser investigada. O objetivo desse trabalho foi identificar a presenca de DNA
de Plasmodium em amostras de figado de simios mortos pela febre amarela nos
municipios da regido montanhosa do Espirito Santo. A Ultima epizootia de febre
amarela registrada no estado resultou na morte de muitos simios. Tal fato
possibilitou a coleta de fragmentos de figado dos corpos dos primatas ndo humanos
gue puderam ser localizados. Por meio da extracdo de DNA dessas amostras e
amplificacdo por RT-gPCR, foi investigada a presenca de DNA de Plasmodium spp.
Foram analisados 70 fragmentos de figado de simios oriundos dos municipios de
Santa Maria de Jetiba, Domingos Martins, Santa Teresa, Marechal Floriano, Vila
Velha, Sooretama, Sdo Mateus, Afonso Claudio e Itaguacu, no estado do Espirito
Santo, e de Caratinga, em Minas Gerais. Para a extracdo do DNA foi utilizado o kit
comercial da empresa Qiagen (DNeasy Blood and Tissue Kit), segundo protocolo do
fabricante (Spin-Column Protocol). A amplificacdo por PCR realizada foi quantitativa
em tempo real (RT-gPCR) no sistema Tagman. Os experimentos foram conduzidos
no Instituto de Medicina Tropical, na Universidade de S&o Paulo (IMT-USP), em
colaboracdo técnica com a equipe do Laboratério de Protozoologia. Nas 70
amostras de figado analisadas, foi verificada uma frequéncia de 15 positivas
(21,43%): sete para Plasmodium falciparum, quatro para Plasmodium malariae, uma
para Plasmodium vivax, uma para Plasmodium vivax e P. falciparum

concomitantemente e duas para o género Plasmodium. Das amostras positivas,



cinco foram coletadas de simios encontrados em Domingos Martins, quatro em
Santa Maria de Jetib4, uma em Santa Teresa, uma em Marechal Floriano, uma em
Caratinga/MG e trés em localizacdes desconhecidas. Com relacdo a espécie dos
simios cujos fragmentos foram positivos, todos eram Alouatta guariba. Dada a
importancia dos simios como hospedeiros de doencas zoonéticas e sua atuagado
como reservatorio de varias doencas infecciosas emergentes, a comprovacao da
presenca de Plasmodium spp. neles pode indicar um papel para as populacdes de
primatas ndo-humanos na manutencdo da transmissdo da malaria em regides

proximas de areas de Mata Atlantica.

Palavras-chave: Malaria; DNA; Plasmodium; primatas.



ABSTRACT

Malaria is a major global public health problem. Although notorious for the distribution
of cases in the Amazon region, it is also known to be endemic in the dense forests of
southeastern Brazil. The infection is called residual malaria from Atlantic Forest
systems in these areas. In the region as a whole, the presence of simian malaria is
also proven. Given the possibility of the disease being a zoonosis in these regions, it
is necessary to understand its behavior in non-human primate populations, in order
to predict the zoonotic risk. In addition, the transfer of Plasmodium between apes and
humans deserves to be investigated. The objective of this work was to identify the
presence of Plasmodium DNA in liver samples from apes killed by yellow fever in the
municipalities of the mountainous region of Espirito Santo. The last epidemic of
yellow fever recorded in Espirito Santo resulted in the death of many apes. This
enabled the collection of liver fragments from the bodies of non-human primates that
could be located. DNA of Plasmodium spp. was extracted from these samples and
amplified by RT-gPCR. Seventy liver fragments of apes from the municipalities of
Santa Maria de Jetib4, Domingos Martins, Santa Teresa, Marechal Floriano, Vila
Velha, Sooretama, Sdo Mateus, Afonso Claudio and Itaguacu, in the state of Espirito
Santo, and from Caratinga, in Minas Gerais, were analyzed. The commercial kit of
the company Qiagen (DNeasy Blood and Tissue Kit) was used for the extraction of
DNA, according to the manufacturer's protocol (Spin-Column Protocol). PCR
amplification was performed in real time quantitative(RT-gPCR) in the Tagman
system. The experiments were conducted at the Institute of Tropical Medicine, at the
University of S8o Paulo (IMT-USP), in technical collaboration with the team at the
Protozoology Laboratory. Of the 70 liver samples analyzed, a frequency of 15
positive samples (21.43%) was found: seven for Plasmodium falciparum, four for
Plasmodium malariae, one for Plasmodium vivax, one for Plasmodium vivax and P.
falciparum concomitantly and two for the Plasmodium genus. Of the positive
samples, five were collected from apes found in Domingos Martins, four in Santa
Maria de Jetiba, one in Santa Teresa, one in Marechal Floriano, one in Caratinga/MG
and three in unknown locations. Regarding the species of apes whose fragments
were positive, all were of the species Alouatta guariba. Given the importance of apes
as hosts for zoonotic diseases and their role as a reservoir for several emerging

infectious diseases, the evidence of the presence of Plasmodium spp. Infecting these



apes can indicate the possible role of non-human primate populations in maintaining

malaria transmission in regions close to areas of the Atlantic Forest.

Keywords: Malaria; DNA; Plasmodium; primates.
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INTRODUCAO

1. INTRODUCAO
1.1 CONSIDERACOES HISTORICAS SOBRE A MALARIA

Apesar de muito antiga, a malaria continua sendo um dos principais problemas de
saude publica no mundo. A doenca foi primeiramente citada na era pré-Crista, por
HipOcrates, que descreveu suas caracteristicas de ocorréncia sazonal e sua febre
com padrdo paroxistico e intermitente, associando-a com o0 meio ambiente e
afirmando que os casos ocorriam com mais frequéncia em regides pantanosas™?. A
relacdo entre malaria e agua parada €, portanto, muito antiga, anterior ao
conhecimento de que a doenca € transmitida por mosquitos: 0s romanos ja
realizavam esse controle nos arredores de Roma, por meio da drenagem dos
pantanos. O termo paludismo, uma denominacao antiga da malaria, vem do latim
palus, que significa agua parada ou pantano, e foi criado pelos franceses®.
Personagens historicos importantes sofreram com o que hoje se acredita tratar-se
de malaria, como Santo Agostinho e Dante Alighieri, falecidos em 597 e 1321,

respectivamente?.

Historicamente, a infeccdo malarica foi amplamente relatada ao redor do mundo,
ocorrendo na Inglaterra, na Holanda, na Alemanha, em grande parte da Europa e
Asia, na india, na China e em quase todos os paises das Américas, incluindo
grandes porcdes dos Estados Unidos da América (EUA)*. Segundo relatos, durante
a guerra civil norte-americana, a posse de quinino pelas tropas foi essencial, ja que

0 seu uso garantiu que muitos soldados ndo sucumbissem a infeccdo®.

Considerada incuravel no passado, muitos pesquisadores buscaram suas causas,
ainda que por motivos diferentes. Franceses e britanicos viam a malaria como uma
doenca tropical que assolava suas col6nias ao redor do mundo, diminuindo seus
lucros econbmicos. Para os italianos, ao contrario, a doenca era considerada
endémica, um flagelo que atingia seu pais e impedia o desenvolvimento de muitas

areas que poderiam ser prosperas®.

No Brasil, a doenca cobria grande parte do territorio até a década de 1940. Era um
desafio frente a colonizacdo, ndo somente na regido Amazobnica, mas em areas
litoraneas, principalmente da regido Sudeste. Na auséncia de registros confiaveis,

estimava-se que o numero de casos era de aproximadamente quatro a cinco
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milhdes por ano’. As acdes de combate & maléria eram, no inicio, restritas as areas
limitrofes das capitais do estados brasileiros afetados pela doenca, as cidades de
maior importancia e as instalacbes militares, jA que o Brasil entrara na segunda
Guerra Mundial e era de extrema importancia manter os soldados saudaveis e livres

da infeccéo malarica®.

As estratégias de erradicacdo implementadas pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) e adotadas pela CEM (Campanha de Erradicacdo da Malaria) nos anos
seguintes, baseadas no uso de inseticidas de acg&o residual, como por exemplo, o
DDT e das novas drogas antimaléricas, foram extremamentes efetivas, conseguindo
eliminar a malaria de extensas e significativas areas do Brasil, principalmente das

areas litoraneas afetadas®.

Nos primeiros anos da década de 60, os casos de malaria cairam drasticamente
para cerca de 40 mil por ano, reunidos na regido Amazénica. Durante muito tempo,
tentou-se aplicar, nessa regido, as mesmas acfes que foram efetivas em outras
areas do territorio brasileiro. No entanto, a extensdo do territorio, as dificuldades de
acesso e o tipo das habitac6es precérias e sem superficies borrifaveis as tornaram
muito menos efetivas®. Além disso, a presenca de floresta tropical imida, favoravel a
proliferacdo dos vetores da doenca, o inicio da resisténcia do P. falciparum a droga
cloroquina, grupos de pessoas particularmente exposta aos vetores (garimpeiros,
madeireiros e agricultores) e servicos de salde precarios e insuficientes
contribuiram para reduzir a eficacia das medidas de controle®*°.

Nos anos posteriores, a politica de desenvolvimento e ocupacdo da regido
Amazobnica estabeleceu um grande deslocamento migratério de pessoas,
principalmente das regifes Nordeste, Centro-Oeste e Sul do pais, a maioria sem
qualquer imunidade adquirida contra a malaria. Entre 1970 e 1980, mais de um
milhdo de pessoas migraram para areas que compunham a regido Amazonica™'.
Deane’? afirmou, em 1985, em debate realizado no Centro de Estudos da Escola
Nacional de Saude Publica, que a ecologia humana nessa regido, ou seja, a
imigracdo desordenada e quase incontrolavel que ocorreu ali, seria um fator
determinante para o nimero elevado e constante de casos de malaria'’. Em 1990,
foram registrados, no Brasil, cerca de 500.000 casos da infeccdo malarica, o que

representou um novo crescimento no nimero de ocorréncias da doenca®®.
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Em 1992, ocorreu, em Amsterdd, a Conferéncia Interministerial da OMS, que
estabeleceu, como principal meta, prevenir a mortalidade e reduzir a gravidade da
malaria. Um plano de acdo mundial foi anunciado com elementos que visavam a
mudar, profunda e globalmente, as estratégias de controle da doencal®. Essa
mudanca global ocorreu concomitantemente a implantagdo do controle das
endemias no Sistema Unico de Satde (SUS), com agdes que seriam realizadas pelo
Governo Federal e por todas as Unidades Federativas brasileiras, assim como por

seus municipios™.

Apesar dos esfor¢cos empregados, o numero de casos de maléria voltou a subir em
1999, com um aumento de 35% em relacdo aqueles registrados no ano anterior.
Desses, 99,7% foram registrados nos estados que compdem a Amazonia legal'®. O
Plano de Intensificacdo das Ac¢Bes de Controle da Malaria na Amazénia Legal
(PIACM) foi elaborado, entdo, por técnicos do que hoje € a Secretaria de Vigilancia
em Saude do Ministério da Saude, bem como por professores e pesquisadores em
doencas tropicais das principais instituicdes brasileiras®. O lancamento desse plano
de acao contou com a participacdo do Presidente da Republica, de ministros, de
governadores e de secretarios estaduais de saude, o que demonstrou que o controle
da maléaria precisaria de a¢des conjuntas dos mais diversos niveis dos setores

politico, social e econdmico™®.

A partir do PIACM, os estados e municipios puderam contar com 0 apoio de uma
equipe externa técnica e capacitada em suas ac6es de controle da malaria. Acredita-
se que a implementacdo do PIACM impulsionou a descentralizacdo das acdes de

Vigilancia em Salde que se veria posteriormente®’.

As estratégias de controle da transmissdo da malaria precisam reconhecer que a
doenca é causa importante de morbidade e mortalidade. Geralmente, essas
estratégias envolvem tratamento apropriado do paciente e controle vetorial, que,
aplicados juntos e adequadamente, tém impacto fundamental na morbidade e
mortalidade da doenca e podem ser eficazes na maioria das condigcbes
epidemiolégicas. E necessario que haja também a atuacdo de uma equipe
multiprofissional, com alto nivel de conhecimento em epidemiologia e controle de
vetores, assim como em mapeamento, planejamento e comunicacdo, para

coordenar as acdes de controle da infeccao’.



INTRODUCAO

A malaria é causada por protozoarios intracelulares obrigatérios do género

1.2 O PLASMODIUM

Plasmodium e é transmitida de uma pessoa para a outra por meio da picada da
fémea do mosquito Anopheles®. A transmissdo indireta também é possivel, por

seringas compartilhadas ou por transfusdo de sangue de um doador infectado®®?°.

Mais de 250 espécies de Plasmodium ja foram descritas parasitando répteis, aves e
mamiferos, sendo que 26 espécies parasitam primatas ndo humanos®:?,
Atualmente, existem cinco espécies que parasitam naturalmente humanos:
Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium
malariae e Plasmodium knowlesi. A infeccdo em humanos por esse ultimo foi

4?24 Evidéncias recentes classificam o P. ovale em duas

confirmada em 200
espécies, o P. ovale walikeri e o P. ovale curtisi. Diferenciadas por seis genes,

ambas circulam na Africa e na Asia e ndo conseguem se recombinar geneticamente
25,26

A evolucdo da malaria baseia-se em uma transicdo mosquito-humano-mosquito
quase perfeita e, apesar do impacto que é visto em um individuo, em um pais ou
mesmo em todo o mundo, o que mais se V&, frequentemente, sdo pacientes com
pouca ou nenhuma manifestacdo clinica. Outro ponto importante a ser citado € que
o Plasmodium sofreu milhares de anos de evolugdo, exposto a barreiras fisicas,
imunologicas e, mais recentemente, quimioterapicas, em mosquitos e humanos, o

que garantiu uma enorme pressao de selecdo sobre esses parasitos?’.

A infeccdo comeca quando uma pessoa € picada por mosquitos Anopheles fémeas
infectados e o parasito é entdo inoculado na corrente sanguinea na forma de
esporozoitos, formas infectantes e moveis, que se deslocam para o figado, onde vao
se multiplicar assexuadamente por aproximadamente sete a quinze dias, sem que a
pessoa infectada manifeste qualquer sintoma®®?°. Essa fase é chamada de ciclo pré-
eritrocitico ou esquizogonia tecidual e é nela em que ocorre, em P. vivax e P. ovale,
o desenvolvimento lento e diferenciado de alguns esporozoitos, que dao origem aos
hipnozoitos, formas latentes do protozoario responsaveis pelas recaidas observadas
meses ou até mesmo anos depois®®. Ainda no figado, os esporozoitos se tornam

trofozoitos e estes, apoOs varias divisbes por esquizogonia, se diferenciam em
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esquizontes. Eles rompem os hepatécitos, liberando a nova forma do parasito, os
merozoitos, na corrente sanguinea. Os merozoitos entdo invadem os eritrdcitos,
iniciando a fase eritrocitaria. Plasmodios podem infectar eritrocitos em diferentes
fases de maturacdo. O P. vivax invade preferencialmente eritrocitos jovens,
enquanto o P. falciparum invade eritrcitos em qualquer fase de maturacdo®®°. A
guantidade de merozoitos liberados depende da espécie de Plasmodium infectante,
variando entre 12 e 16 por eritrocito infectado. Essa fase de multiplicacdo assexuada
descrita acima depende da espécie do parasito, sendo sua duracdo de 24 horas
para P. knowlesi, 48 horas para P. falciparum, P. vivax e P. ovale, e 72 horas para P.
malariae®3.

Depois de alguns ciclos de reproducao assexuada, 0s merozoitos se tornam formas
sexuadas, chamadas gametdcitos, que circulam pela corrente sanguinea e
representam as formas infectantes para os mosquitos Anopheles durante o repasto
sanguineo. Nos mosquitos, os gametdcitos se diferenciam em gametas masculinos
e femininos, células sexuais maduras que, apos fecundacdo, vado dar origem ao
zigoto®*?, Em seguida, o zigoto se desenvolve em uma forma mével, o oocineto,
que, no intestino dos mosquitos, se diferencia em oocisto, no interior do qual se
desenvolvem milhares de esporozoitos, que se alojam em suas glandulas salivares.
A partir dai, o ciclo de infeccdo da malaria se reinicia?®?%3°®. A figura 1 ilustra o

ciclo bioldgico do género Plasmodium no homem e no mosquito vetor.
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Fonte: Centers for Disease Control and Prevention, 2019.
Figura 1 - Ciclo biolégico do género Plasmodium no homem e no vetor.

Os sinais clinicos, incluindo a febre, vao ocorrer em sincronia com a ruptura dos
eritrécitos e a liberacdo de novos merozoitos, por meio da ativacao de citocinas pro-
inflamatorias e anti-inflamatérias, quimiocinas, fatores de crescimento e moléculas
efetoras, o que parece influenciar a gravidade da malaria, juntamente com a espécie
de Plasmodium infectante e o grau de parasitemia®’333*.

A viruléncia do Plasmodium baseia-se na habilidade de criar mecanismos
moleculares para invadir os eritrocitos, modificando suas superficies, assim como na
adeséao as ceélulas endoteliais e na evaséo do sistema imune do hospedeiro. Um dos
fatores mais importantes associado a gravidade da malaria por P. vivax é a interagdo
entre o antigeno Duffy e seu receptor para quimiocinas (DARC), molécula da familia
das proteinas de adeséo presente na superficie dos eritrocitos e que constitui a sua

principal via de invasao pelos merozoitos. Individuos que ndo possuem receptores
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DARC na superficie dos eritrocitos sado geralmente refratarios a infeccdo por P.
vivax**. A auséncia do antigeno Duffy na populacédo da Africa Central e Ocidental,
por exemplo, € um evento marcante que parece conferir aos africanos protecao
contra o P. vivax®*=®, Estudos sugerem que a interacdo do antigeno Duffy e seu
receptor € breve e que, por isso, sua exposi¢cao ao sistema imune seria rapida, o que
reduziria a imunogenicidade natural do parasito ao hospedeiro. Assim, em areas
com endemicidade baixa, uma alta proporcdo de individuos n&do apresenta
imunidade humoral contra o receptor DARC. Alternativamente, no Brasil, em areas
da regido Amazonica onde a transmissao da malaria era elevada e as pessoas eram
expostas por longos periodos de tempo a doenca, uma elevada propor¢cdo de

individuos desenvolveu essa imunidade®*.

Outro fator de viruléncia do Plasmodium sdo as roptrias, as micronemas e 0S
granulos densos, organelas secretoras especializadas localizadas no apice dos
merozoitos. Essas organelas permitem que o Plasmodium possa aderir a célula
hospedeira, invadindo-a e estabelecendo o vacuolo parasitéforo, onde ocorrera a

replicacao intracelular®’.

O P. falciparum, responsavel pela grande maioria dos casos de malaria grave,
possui a capacidade de provocar a aderéncia dos eritrécitos infectados ao endotélio
do hospedeiro — citoaderéncia — e aos eritrocitos nao infectados — formacédo de
rosetas, o que levaria a oclusédo dos vasos de diversos 6rgaos e tecidos e provocaria
a sintomatologia observada nos casos de maléria grave. PfEMP; (Proteina de
membrana eritrocitaria 1 do P. falciparum) € um complexo protéico presente na
superficie dos eritrocitos e que tem sido sugerido como o principal responsavel por

essa aderéncia®’.

1.3 QUADRO CLINICO

A triade malarica, grupo de sintomas frequentes durante o episddio clinico e
composto por febre (92% dos casos), calafrios (79% dos casos) e cefaleia (70% dos
casos), é a sintomatologia mais classica, juntamente com sudorese (64%)®. Por
vezes, a sintomatologia é semelhante a das infec¢gbes virais comuns, 0 que pode
dificultar o diagnéstico®®. A febre, em geral acima dos 38 graus centigrados, tem

padrdo temporal varidvel, dependendo da espécie de plasmaédio infectante®’,
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Outros sinais e sintomas podem estar presentes, como astenia intensa, artralgia,
insbnia, mialgia, tosse, diarreia, nausea, dor abdominal, vémitos, hepatomegalia,
esplenomegalia e anemia*®*.

A gravidade da malaria, no entanto, depende da relagcdo entre hospedeiro,
principalmente no que diz respeito ao seu estado imunoldgico, e a espécie de
Plasmodium envolvida, bem como a sua densidade parasitaria. Os hospedeiros mais
vulneraveis sdo primoinfectados, gestantes, pacientes com mais de 65 anos e
criancas e as infec¢cdes mais graves geralmente sao as causadas pelo P. falciparum,
que representam 24% dos casos de malaria nas Américas***®. Doencas e agravos
pré-existentes, auséncia de profilaxia antimalarica e atraso no tratamento séao fatores
apontados também como influenciadores da gravidade da malaria*4344454¢,

Um estudo prospectivo realizado nos EUA apontou etnia negra, parasitemia menor
que 2% e presenca de historico de malaria anterior como fatores diretamente
relacionados a menor gravidade da doenca causada por P. falciparum em pacientes
adultos. Pacientes negros tiveram, inclusive, tempo de internacdo 34% menor que
pacientes asiaticos e 46% menor que pacientes brancos*®. Pacientes de &reas
endémicas, expostos a infeccbes repetidas, constumam ter melhor imunidade
adquirida. Assim, pacientes de regides onde a transmissdo da malaria é intensa e
constante desenvolvem alta imunidade e constumam ter sintomatologia mais
branda, com menos casos graves e significativa proporcdo de casos assintomaticos
ou oligossintomaticos*’ #4849,

Em 1990, a OMS estabeleceu normas e critérios para melhor identificar e classificar
os casos de malaria grave, a fim de orientar futuros estudos clinicos e
epidemioldgicos e proporcionar um melhor atendimento aos pacientes infectados.
Em 2000, a OMS revisou essas normativas para incluir alteracfes clinicas e
laboratoriais que pressagiassem um progndstico desfavoravel®*>!. Ainda de acordo
com a OMS, a malaria grave ocorre quando pelo menos um dos seguintes sinais ou
sintomas estd presente: perda de consciéncia ou confusdo mental, colapso
circulatério, insuficiéncia renal aguda (creatinina sérica maior que 3 mg/dL), anemia
grave (hemoglobina menor que 7g/dL), ictericia associada a disfuncédo de orgaos

vitais, edema pulmonar, hiperparasitemia (maior que 5%) ou morte®?.
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Na malaria grave, existem alteracdes laboratoriais e clinicas variaveis, com
distarbios em vérios oOrgdos e sistemas, sendo acometido inclusive o sistema
nervoso central, que é afetado em 0,01% a 16% dos casos. Alteracdes neuroldgicas
incluem distarbios de comportamento, desorientacdo, convulsdes e coma. Outras
alteracdes da malaria grave incluem prostracdo, anemia grave, insuficiéncia renal e
respiratéria, choque, coagulacdo intravascular disseminada, hipoglicemia, acidose

metabdlica e disfuncéo hepatica** %>+

1.4 A EPIDEMIOLOGIA DA MALARIA

7

A teoria mais aceita afirma que o género Plasmodium é recente no Continente
Americano*®. O P. falciparum foi trazido, provavelmente, por meio do trabalho
escravo implantado pelos colonizadores europeus entre os anos de 1500 e 1800, o
que resultou na migracdo forcada de milhdes de africanos™. Relatos médicos
antigos dos paises de origem dos colonizadores recém-chegados testemunham a
presenca endémica da maléria na regido de suas terras natais®. A chegada do P.
vivax nas Ameéricas permanece incerta: era considerado endémico na Europa até
meados do século XX, em paises como Portugual, Espanha, Franca, Holanda e
Inglaterra, mas de ocorréncia eventual na Africa Central e Ocidental, berco de
grande parte dos escravos trazidos para o Continente Americano®*°"*, E possivel
também, no entanto, que esta espécie de Plasmodium tenha chegado as Américas

nos periodos pré e pés colombianos com imigrantes da Asia e do Pacifico Ocidental
58,59,60

Ainda hoje, a malaria é considerada um grave problema de saude publica mundial.
As estimativas atualizadas indicam que ocorreram, em 2018, 228 milhdes de casos
da doenca no mundo, levando a 405 mil mortes, a maioria de criancas africanas
menores de cinco anos (67%)°’. A doenca se distribui por extensas regides tropicais
e subtropicais, atingindo um grande ndmero de pessoas, sobretudo em nacfes em
desenvolvimento ou subdesenvolvidas. Apos décadas de controle sistematico e
tentativas de erradicacdo, a doenga tem-se mantido constante e endémica em 18
paises nas Ameéricas: Belize, Bolivia, Brasil, Coldmbia, Costa Rica, Equador,
Republica Dominicana, Guiana Francesa, Guatemala, Guiana, Haiti, Honduras,
México, Nicardgua, Panama, Peru, Suriname e Venezuela®. Segundo a

Organizacdo Mundial de Saude, foram relatados, em 2018, 753.700 casos da
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doenca nesses paises, com 338 mortes. E possivel, no entanto, que esses nimeros
estejam subestimados, ja que eles derivam de relatdrios anuais dos Ministérios da
Saude e estdo sujeitos a limitacdes na cobertura das notificacdes e diagndsticos em

muitas areas de ocorréncia da doenca®.

Em 2018, trés paises do Continente Americano, Venezuela (51%), Brasil (23%) e
Colémbia (10%), registraram aproximadamente 84% dos casos de malaria na
regido®. Também em 2018, Brasil, Colémbia, Costa Rica, Equador, Guiana, México,
Nicardgua, Panamé e Venezuela registraram aumento significativo no niumero de
casos. Em 2017, foram registrados 174.522 casos da doenca nos nove estados
brasileiros que compdem a regido da Amazénia Legal (Acre, Amazonas, Amapa,
Maranhdo, Mato Grosso, Para, Rondbnia, Roraima e Tocantins), um aumento de
48% em relacéo ao ano de 2016, segundo a Organizacdo Mundial de Saude®’. Esse
aumento espantoso e alarmante aponta para a vulnerabilidade dos programas de
controle da malaria e pode estar relacionado a mudanca de foco para o controle de
outras doencas, como zika, dengue e chikungunya®®*®. Outra possibilidade que
deve ser considerada € a seca persistente e intensa que assolou a regido
Amazo6nica devido ao fenémeno El Nino em 2015-2016%,

Em sua grande maioria, os casos de malaria no Brasil estdo restritos as areas da
regido Amazobnica, onde ela é endémica, sendo transmitida, principalmente, pelo
mosquito Anopheles darlingi. A transmissdo nessa regido também pode ser
influenciada pela maléaria importada de paises vizinhos, transmissao essa que pode
ser importante e ndo deve ser ignorada: no estado do Maranhéo, por exemplo, os
casos importados da Guiana Francesa, Guiana e Venezuela em 2014 e 2015
equipararam-se em numero aos casos autéctones e aqueles importados do estado

do Par4, juntos®’.

No entanto, casos residuais de malaria também sdo notificados fora da regido
Amazonica, nas regides Sul e Sudeste do pais, em areas com ecossistemas tipicos
e com cobertura de Mata Atlantica®®®®. Em meados do século XX, cerca de metade
dos casos de malaria no Brasil (quatro a seis milhdes de casos por ano) ocorriam na
regido Amazonica’*">"3. Hoje, essa frequéncia oscila em torno de 99%°%70.74.7576,
Na regido extra-Amazonica, foram notificados, em 2016, 499 casos de malaria,

aproximadamente 0,4% do nuamero total de casos no Brasil. Destes, 82 (16%) foram
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autdctones, segundo o Ministério da Saude’”"®.

Na figura 2, é possivel observar as areas de risco de transmissdo de malaria no

Brasil.

Legenda

Risco de transmissao
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B Médio risco 0 500 1000 1500 km
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Fonte: Secretaria de Vigilancia em Salde, Ministério da Salde.
Figura 2 - Risco de transmissédo da malaria no Brasil em 2018.
1.5 A MALARIA SIMIA

Em 1907, Halberstaedter e Prowazek e, posteriormente, Mayer, identificaram o
Plasmodium pela primeira vez em primatas ndo humanos, em estudos realizados em
Berlim, na Indonésia e em Bérneu’®8!, No ano seguinte, o parasito foi identificado
em um simio da espécie Cacajao calvus, vulgarmente conhecido como Uacari-
branco, no estado do Amazonas, e chamado entdo de Plasmodium brasilianum. Até
1951, essa foi a Unica espécie de Plasmodium de primatas ndo humanos conhecida

no continente Americano®. Nesse mesmo ano, uma nova espécie do parasito foi
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identificada pelo Prof. Flavio da Fonseca, do Instituto Butantd, ao reexaminar o
sangue de um simio da espécie Alouatta fusca (atualmente denominado Alouatta
guariba), que havia sido objeto de um estudo sobre a febre amarela, recebendo o

nome de Plasmodium simium®.

O P. brasilianum se distribui largamente pelas Américas do Sul e Central, sendo
encontrado no Brasil, na Colémbia, na Venezuela, no Panamé e no Peru, causando
infeccbes naturais em aproximadamente 11 géneros das cinco familias de primatas
ndo humanos neotropicais: Aotidae, Atelidae, Callitrichidae, Cebidae e
Pitheciidae®*®*®. O P. simium foi encontrado infectando naturalmente primatas néo
humanos das familias Atelidae e Cebidae, dos géneros Cebus, Sapajus, Alouatta e

Brachyteles®%80:87:8889

No Brasil, enquanto o P. simium esta restrito a floresta Atlantica nas regides Sul e
Sudeste, o P. brasilianum é encontrado em quase todo o territério nacional,
excetuando-se porcdes aridas do Nordeste e das savanas no Sudeste®*®. Com
relacdo aos simios infectados nas regiées Sul e Sudeste do pais, temos os dos
géneros Alouatta e Brachyteles®2889,

Simios do género Alouatta podem ser encontrados em quase todos os biomas da
América do Sul e Central, mas infec¢cdes desses simios por P. simium parecem se

182. Deane®, depois de oito anos de

limitar a Mata Atlantica das regides Sudeste e Su
pesquisa sobre a malaria simia no Brasil, examinou 1.900 animais de 48 espécies e
encontrou 368 positivos, sendo 223 para P. brasilianum, 114 para P. simium e 31
parasitados por ambas as espécies®. Em outro compilado de pesquisas publicado
por Deane em 1992, 4.585 primatas foram analisados de 118 locais diferentes em
qguase todos o territdrio nacional brasileiro, excetuando - se os estados do Rio
Grande do Norte e da Paraiba. As taxas de infeccdo para malaria encontradas
variaram nas diferentes regibes do pais, tendo a regido Sudeste revelado a maior
taxa, 35,6%, seguida da regido Sul (17,9%). Na regidao Nordeste, onde florestas e
primatas sdo escassos, nenhum animal foi positivo para malaria, assim como na
regido Centro-Oeste. Na regido Sudeste, 46,3% dos resultados foram positivos para
P. brasilianum, enquanto, na Sul, a grande maioria (42,4%) foi positiva para P.

simium?®.
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Um estudo de 2019, de Abreu et al, realizado na Mata Atlantica do Rio de Janeiro e
de seus estados vizinhos (Minas Gerais, S0 Paulo e Espirito Santo), analisou
sangue e visceras de primatas ndo humanos em busca de DNA de Plasmodium.
Cento e quarenta e seis animais foram analisados, de seis espécies, em 30
municipios®. A Unica espécie de simio encontrada infectada por Plasmodium foi o
macaco bugio (Alouatta guariba clamitans). No Rio de janeiro, 26% dos bugios
analisados foram positivos para DNA de Plasmodium. Dentre eles, 11,9% estavam
infectados por P. simium e 9,5% por P. brasilianum e 4,7% por P. simium e P.
brasilianum concomitantemente. Todas as amostras, no entanto, foram negativas

para P. falciparum®.

Deane realizou muitos estudos referentes a malaria simia, alguns com o objetivo
especifico de comprovar o papel do mosquito Anopheles cruzi como vetor de sua
cadeia de transmissdo. O estudo publicado em 1966 apresentava o resultado de
experimentos com captura de mosquitos em plataformas situadas a alturas de 10 a
15 metros, assim como no solo, ja que os simios do género Alouatta, sabidamente
suscetiveis a infeccdo por Plasmodium, sdo arboreos e raramente vao ao solo. Dos
mosquitos capturados nas plataformas, 81.2% eram Anopheles cruzi, enquanto dos
mosquitos capturados no solo, 30% eram desta espécie. Dos 698 mosquitos
analisados, 12 eram portadores de esporozoitos. Esse estudo foi conduzido no
Parque Estadual da Cantareira, em S&o Paulo, e no estado de Santa Catarina,
locais onde existia um grande nimero de simios da espécie Alouatta guariba, bem
como um numero menor de simios das espécies Cebus apella e Callithrix aurita.
Curiosamente, P. simium e P. brasilianum eram encontrados com frequéncia
causando infeccdo nos simios Alouatta guariba, mas nunca nos outros simios

mencionados acima®’.

Em um experimento realizado em 1970 por Deane e colaboradores com o0 mesmo
objetivo, um simio da espécie Alouatta belzebul foi trazido da Regido Amazbnica e
levado para o Parque Estadual da Cantareira, onde foi mantido em jaula icada a 15
metros por alguns dias. Ele foi submetido aos repastos de mosquitos Anopheles
cruzi e, algumas semanas depois, P. simium foi detectado em amostras de seu
sangue, bem como P. brasilianum, posteriormente. Como esse animal tinha sido

examinado 19 vezes nos dois meses anteriores ao experimento, com resultados
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sempre negativos para maléaria, e o P. simium ndo ocorre na regido Amazonica, 0s
realizadores desse experimento consideraram suficientemente consistente a

evidéncia da importancia do Anopheles cruzi na transmisséo da malaria simia®.

Estudos realizados até o momento em populacdes de primatas ndo humanos
selvagens demonstram que os grandes simios, como chimpanzés (Pan troglodytes
troglodytes) e gorilas (Gorilla gorila gorilla), ndo se constituem em reservatorios de

Plasmodium para seres humanos®%+%,

1.6 A MALARIA COMO ZOONOSE

Nas areas com densas florestas de Mata Atlantica, a malaria se mantém resistente
as medidas de controle implementadas pelos 6rgdos de saude publica,
permanecendo de modo residual. Essas areas sdo chamadas de regido extra-
Amazonica, que é composta por 18 estados brasileiros e contempla cerca de 40%

do territério nacional’

. De 1996 a 2006, 26.418 casos de malaria foram registrados
no Brasil na regido extra-Amazonica, em sua maioria causados por P. vivax’®. A
maioria dos casos autdoctones nessa regido, no periodo de 2007 a 2016, foi
registrada no Espirito Santo, onde ocorrreram cerca de 400 casos. Um grande
ndamero de casos autoctones foi registrado também, nesse mesmo periodo, no Rio

de Janeiro (80), Sdo Paulo (180) e Parana (160)°’.

Nessas regides, a malaria possui caracteristicas particulares, como grande distancia
temporal e geografica entre 0s casos, sinais e sintomas mais discretos e baixa
parasitemia a microscopia. Tal comportamento peculiar dificilmente pode ser
explicado pela dispersdo pessoa a pessoa®®. Essa endemia é chamada de malaria
residual de sistemas de Mata Atlantica da regido extra-AmazoOnica ou, mais
simplesmente, de malaria bromélia, termo criado pela primeira vez por Dows e
Pittendrigh, por causa da grande quantidade dessas plantas existentes nas florestas
de Mata Atlantica e dos vetores transmissores que se reproduzem nhas aguas que

nelas se acumulam®.

As caracteristicas citadas acima sugerem a existéncia de um reservatério para o
parasito e essa € uma questdo ainda a ser esclarecida. Uma das hipo6teses
consideradas € a possibilidade dos primatas ndo humanos infectados existentes

nesses locais serem esses reservatorios, ja que 0os casos humanos autoctones sao
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encontrados onde também existem relatos de macacos infectados®®"%".

Os primatas ndo humanos sdo importantes hospedeiros de doencas zoondticas.
Eles podem compartilhar patdbgenos com seres humanos e atuar como reservatorios
para varias doengas infecciosas, haja vista sua proximidade evolutiva e as
caracteristicas filogenéticas semelhantes as do homem®. Vérios s&o os exemplos
gue podem comprovar esse fato, alguns graves e até mesmo fatais, como 0s virus
da raiva, da herpes B e das hepatites virais. O mesmo ocorre com alguns
protozoarios, como o0 Toxoplasma gondii e a Leishmania, este ultimo transmitido
pela picada de mosquitos do género Lutzomyia®™. Além disso, os primatas ndo
humanos séo suscetiveis a agentes patogénicos humanos que podem ter impacto

de grau variavel em suas populages'®?101102.103.104

Assim sendo, plasmddios infectando primatas ndo humanos despertam grande
interesse porque podem ser também, eventualmente, transmitidos para humanos.
Em 2004, na Malasia, o P. knowlesi, espécie até entdo associada a infeccéo
malérica em simios, foi identificado como causador de cerca de 57% dos casos
humanos diagnosticados naquela regido®?*. Primeiramente descrito em simios em
1932, o P. knowlesi tem sido responsabilizado por um numero crescente de casos
de maléria no Sudeste da Asia, incluindo paises como Malasia, Tailandia, Indonésia,
Cingapura, Filipinas e Vietng!0®106:107.108.109.110.111 " 4r5 Plasmodium com potencial
zoonoético € o Plasmodium cynomolgi, cuja primeira situacdo de infeccédo natural em
humanos foi descrita em 2014, em uma mulher de 39 anos residente na costa leste

da Malasia*?.

Outro ponto importante em relagdo a malaria zoonética é o fato de que ha uma
inegavel similaridade genética entre algumas espécies de Plasmodium, como é
observado entre o P. vivax, responsavel pela grande maioria de casos de malaria
humana relatados nas areas de Mata Atlantica, e o P. simium. Analises filogenéticas
por meio de sequenciamento de citocromo b e Msp-1, assim como outros estudos
realizados ao longo dos anos com a proteina CSP e com polimorfismos de
microssatélites, tém estabelecido a identidade entre essas espécies inumeras
vezest 314115116117 "5 mesmo tem ocorrido com a similaridade genética entre P.
malariae e P. brasilianum, ja que estudos recentes obtiveram 100% de

correspondéncia entre amostras humanas e simias ao realizar o sequenciamento do
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gene da subunidade ribossomial 18S RNAr e do gene CSP8119,

Por outro lado, estudos recentes tém apontado diferencas morfologicas e genéticas
— dois SNP’s, em inglés single nucleotide polimorphism - entre as espécies P. vivax
e P. simium e apontam este Ultimo como o0 agente etiologico de grande parte dos
casos humanos descritos nas areas de Mata Atlantica, em vez do P. vivax, como &

comumente aceito hoje*?>*?,

No entanto, segundo Buery e colaboradores, as
diferencas encontradas nos estudos acima citados séo insuficientes para configurar
P. simium e P. vivax como duas espécies diferentes. A diversidade de haplétipos
encontrados indicam heterogeneidade entre as amostras analisadas e reforcam a
ideia antes proposta de que P. vivax e P. simium sdo a mesma espécie, com
pequenas variaces genéticas’?®. No entanto, os resultados obtidos em ambos os
estudos ficam prejudicados pelo pequeno nimero de amostras de primatas nao
humanos coletadas, em tempos e locais diversos*?*?*.

Devido ao carater singular de transmissdo da malaria residual de sistemas de Mata
Atlantica da regido extra-Amazébnica e sua possivel relacdo com a maléria em
primatas ndo humanos, pode ser particularmente dificil impedir sua continuidade nas
areas de intensa cobertura florestal, jA que estes ecossistemas sdo comumente

reconhecidos por facilitar a transmisséo da doenca’?.

Além disso, o movimento das populacbes humanas se constitui em obstaculo
importante ao combate da transmissdo da maléria no Brasil. Esse movimento pode
ser transitorio, associado a negocios, férias ou visitas sociais, 0 que pode acarretar
surtos de pequena intensidade, geralmente em areas livres de malaria. A disperséo
de pessoas a longo prazo e de forma continuada, no entanto, pode influenciar de
modo significativo uma dinadmica de transmissao ja estabelecida. Essa dispersao
esta mais ligada a malaria por P. vivax e a movimentos de curta distancia, como a
mudanca para cidades vizinhas, que esta relacionada principalmente a pobreza e a
busca por condices melhores de vida*?.

Tém havido ainda extenso desmatamento devido ao aumento populacional em areas
de intensa cobertura vegetal, acrescido de maior demanda por terras. O homem
também tem se aventurado mais nas florestas, seja devido a mineracédo, a extracao

de madeira ou mesmo & procura por lazer*?®. Acrescido a isso, temos o fato de que
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tem havido uma diminuicdo nas populagcbes de macacos selvagens em todo o
mundo e que os vetores anofelinos provavelmente tém encontrado um numero
menor de hospedeiros simios, enquanto o numero potencial de hospedeiros
humanos aumenta. Esse fato € relevante, haja vista 0 conhecimento de que esses

vetores sdo altamente versateis em adaptacdes devidas a mudancas ambientais®.

A forte perspectiva de que os primatas hdo humanos atuem como reservatério para
a malaria residual de sistemas de Mata Atlantica também foi levantada por outros
estudos e pesquisas. Duarte et al. realizaram um levantamento sobre os anticorpos
da malaria em 777 amostras de sangue de macacos selvagens em trés locais
diferentes no estado de S&o Paulo onde a maléria residual esta presente, analisando
a prevaléncia de anticorpos contra CSP e formas assexuadas de P. vivax, P.
malariae e P. falciparum. O grande predominio de anticorpos contra CSP nas trés
areas estudadas mostra que os simios foram expostos a esporozoitos provenientes

dos vetores anofelinos e, portanto, desenvolveram infeccdo'?,

Outras evidéncias foram oferecidas pelos estudos de Buery et al, que investigaram a
transmissdo da maléria residual no estado do Espirito Santo realizando analise do
DNA de Plasmodium extraido de seres humanos, de um simio do género Alouatta e
de mosquitos Anopheles, todos infectados pelo protozoario. O genoma mitocondrial
encontrado nessas analises foi entdo sequenciado e os resultados encontrados
corroboraram a possibilidade da transmissao entre espécies, ja que a analise dos
haplétipos indica que seres humanos e primatas ndo humanos das areas de Mata

Atlantica s&o infectados pelos mesmos haplétipos™®°.

Em outro estudo realizado na Amazdnia Venezuelana em 2015, onde casos de
malaria de comunidades indigenas Yanomamis foram identificados, o
sequenciamento do gene 18S rRNA do DNA de Plasmodium extraido foi 100%
idéntico ao do P. brasilianum encontrado em simios da espécie Alouatta seniculus.
Os autores do estudo acreditam que os parasitas sédo facilmente compartilhados
entre seres humanos e primatas ndo humanos, possivelmente pela baixa

especificidade do Plasmodium entre mamiferos®.
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1.7 O GENOMA DO PLASMODIUM E AS TECNICAS DE DIAGNOSTICO
MOLECULAR

Desde a década de 1990, a Polymerase Chain Reaction (PCR) ou Reacdo em
Cadeia da Polimerase comecou a ser utilizada para o diagndstico da malaria como
uma possivel alternativa a microscopia, sendo muito superior em eficacia e
desempenho. Essa técnica permite a amplificacdo de sequéncias especificas de
DNA para visualizagdo posterior, por meio de reagdes ciclicas com variagbes de
temperatura ao longo de periodos de tempo pré-determinados. Na PCR em tempo
real, € possivel o monitoramento continuo de todo o processo ao longo dos ciclos de
amplificacdo mediante um sinal fluorescente que é convertido em valor numérico. E
uma técnica relativamente simples e que ndo requer manuseio depois da reacéo,
como ocorre na técnica convencional, o que diminui o risco de contaminacdo e 0s
custos. Além disso, € mais eficiente, reduzindo o tempo de resposta em pelo menos
duas horas. As reacdes de PCR possuem, ainda, grande sensibilidade e por esse
motivo, ndo € necessario uma grande quantidade de amostra para serem realizadas.

No entanto, sua eficacia est intimamente ligada & pureza do DNA extraido'?®*%’,

Todos os métodos de extracdo de DNA possuem trés etapas em comum:
degradacédo das membranas celulares ou lise, purificacdo e recuperacdo do DNA. O
DNA pode ser obtido de forma convencional, com a utilizacdo de diversos produtos
guimicos que devem ser devidamente preparados antes da extracdo, ou mediante o
uso de kits comerciais. Essa alternativa é mais facil e rapida, mas mais cara que a
forma convencional. A extracdo de DNA perfeita deve ser sensivel, reprodutivel,
rapida, de facil realizagdo, com menor risco de contaminacdo das amostras e

acessivel financeiramente!?,

No caso da extracdo de DNA de Plasmodium,
geralmente sdo utlizados kits comerciais e protocolos ja estabelecidos,
implementando-se alteracbes de acordo com as necessidades do estudo que esta

sendo realizado?°.

O género Plamodium possui trés genomas: o nuclear, com 14 cromossomos
hapldides e 23 megabases (Mb), e duas moléculas de DNA extra-cromossdmico, o
circular, com 35 kilobases (kb), e o mitocondrial, com seis kilobases. O genoma
mitocondrial € o material genético encontrado dentro das mitocéndrias e, por causa

disso, possui estabilidade superior. Ele evolui por transmissdo genética direta, sem
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qualquer forma de rearranjo ou recombinagcdo. Sua evolugdo ocorre bem mais
rapidamente do que aquela do genoma nuclear (5 a 10 vezes) e ele esta presente
em um grande numero de copias. Além disso, tem heranca materna e poucos
genes: citocromo c oxidase - subunidade 1 (Col), citocromo c oxidase-subunidade 3
(Colll) e citocromo b (Cyb). Possui também 13 genes codificadores de RNA
ribossémico e uma variedade de caracteristicas que o tornam ideal para estudos

filogenéticos e populacionais!3?131132133

Além disso, todas as espécies de
Plasmodium, assim como plantas e algas vermelhas, possuem um plasmideo néo
fotossintético, o apicoplasto, que é essencial para vias metabdlicas e biossintéticas.

Ele é circular, de heranca materna e com DNA conservado®*1%,

Ha alguns anos, técnicas moleculares como a extracdo de DNA e a PCR tém sido
utilizadas para detectar e caracterizar as espécies de Plasmodium, seja em
amostras de sangue ou de tecidos. A principio, a PCR em tempo real tem como alvo
o0 genoma nuclear, por meio da subunidade menor (18S) do RNA ribossémico
(rRNA), presente no genoma dos Plasmodium. Mais recentemente, no entanto, para
superar algumas limitacdes encontradas, como a frequente recombinacdo genética,
0S genomas extra-nucleares, representados pelo genoma mitocondrial e pelo

apicoplasto, vém sendo cada vez mais explorados™*®.

1.8 ONE HEALTH

One Health, ou Saude Unica, consiste no empenho interdisciplinar que atua local,
nacional e mundialmente com o intuito de alcancar a saude ideal para seres
humanos, animais e meio ambiente™®’.

Na era pré-moderna, os animais eram estudados mais profundamente com o
objetivo de se entender melhor a medicina humana. As primeiras faculdades de
medicina veterinaria foram criadas no século XIX, mas o estudo da medicina
humana e animal ainda ndo era estritamente separado. De fato, os aprendizes eram
incentivados a estudar as duas medicinas. Além disso, os professores dessas

primeiras faculdades eram, em sua maioria, médicos da medicina humana™®.

Na era moderna, William Foege, epidemiologista e colaborador na erradicagéo da
variola, afirmou que néo se podia contar a historia da saiude humana separada da

animal e da ambiental**®,
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Nos ultimos anos, a necessidade de se abordar e compreender questdes referentes
a saude por meio da conexdo entre salude humana, animal e ambiental tornou-se
urgente, ja que 61% dos patdégenos infecciosos que afetam os seres humanos sao
zoonoticos, ou seja, podem ser transmitidos entre humanos e animais. Patdégenos
como os virus Influenza, Ebola e Zika estdo entre as 175 espécies consideradas

emergentes. Dessas, 132 sdo zoondticas™*.

Do mesmo modo, a dindmica da malaria residual de sistemas de Mata Atlantica da
regido extra-Amazonica e todas as suas complexidades também serdo melhor
abordadas e analisadas sob a visdo de One Health, haja vista o seu possivel carater
zoonotico, bem como a forte influéncia de fatores ambientais sobre as variantes aqui

discutidas.

19 AFEBRE AMARELA E O SURTO DE 2016 A 2018

A febre amarela é uma doenca infecciosa febril aguda, ndo contagiosa, causada por
um arbovirus do género Flavivirus. E endémica e zoondtica em diversos paises dos
continentes americano e africano onde, eventualmente, sdo registrados surtos de

intensidade variave|**42143,

Existem hoje dois ciclos conhecidos de febre amarela (FA), urbano e silvestre. No
ciclo urbano, a doenca € uma antroponose e a transmissdo é do tipo homem-
mosquito-homem, tendo como principal vetor o mosquito Aedes aegypti. JA no ciclo
silvestre, varias espécies de mosquitos podem estar envolvidas como vetores. Os
primatas ndo humanos, principalmente dos géneros Alouatta, Cebus, Atelles e
Callithrix, participam como hospedeiros e amplificadores da doenca, tornando-a uma

zoonose**,

No Brasil, a febre amarela possui um padrdo sazonal, com maior transmissao entre
dezembro e marco. Entretanto, as epizootias registradas ao longo do ano de 2018
mostraram que a transmissdo da doenca continuou de junho a novembro. Além
disso, nos ultimos trés anos, houve uma expansédo da area de abrangéncia da

doenca’®.

Do final de 2016 a junho de 2017, iniciou-se um surto de grandes propor¢oes,

principalmente na regido Sudeste do Brasil, contabilizando 778 casos de FA, com
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262 mortes humanas e 1.655 ébitos de primatas ndo humanos registrados. Uma
segunda onda de transmisséo foi registrada do final de 2017 até junho de 2018,
novamente na regido Sudeste, mas com maior intensidade no estado de S&o Paulo.
Foram registrados 1.376 casos, 483 Obitos humanos e 864 mortes de primatas nao
humanos. O numero total de casos registrados durante os dois periodos de tempo
descritos acima foi superior aos totais de surtos registrados nos ultimos 50 anos**°.
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A malaria residual de sistemas de Mata Atlantica de regido extra-Amazoénica é

2. JUSTIFICATIVA

constantemente registrada nos municipios da regido montanhosa do Espirito Santo
desde 1976 e sempre preocupou 0S Sservicos competentes em virtude de seu
mecanismo nao habitual de transmissdo e do numero de casos, que, apesar de
baixo, costuma ser constante. E causada principalmente por P. vivax e ndo parece
se sustentar por meio da classica cadeia de transmissédo da maléria, ja que 0s casos
normalmente sdo isolados e nao existem vetores reconhecidamente competentes ou

capazes na regido.

Os municipios onde a malaria bromélia (residual) comumente é registrada incluem
Santa Teresa, S&o Roque do Canad, Santa Maria de Jetibd, Domingos Martins,
Santa Leopoldina, Alfredo Chaves, Marechal Floriano, Viana e Vargem Alta, os
municipios-alvo deste estudo. Houve 24 registros de casos confirmados em 2017,
segundo dados da Secretaria de Estado da Saude do Espirito Santo, nos municipios
da regido serrana acima citados, e seis em 2018, ocorridos em Domingos Martins
(trés casos), Santa Leopoldina (dois casos) e Viana (um caso). Esses municipios
tém reconhecido potencial turistico, recebendo, em conjunto, milhares de pessoas
todos os anos, principalmente em funcdo do ecoturismo, do turismo religioso e do
turismo histérico, muito presentes em toda a regido montanhosa do Espirito Santo.
Casos constantes de uma doenca considerada grave e potencialmente fatal podem
ter impacto negativo nos empreendimentos na regido, com perdas econdmicas

Obvias e alarmantes.

Este tipo especifico de malaria € uma condicdo moérbida potencialmente prevenivel,
necessitando de intervencdo no ambito da saude coletiva. No entanto, as medidas
usualmente utilizadas em casos de malaria endémica, que consistem na busca ativa
de casos e em medidas de combate ao vetor, com frequéncia se mostram caras e
ineficazes neste contexto em particular. Ha outro ponto importante a ser
considerado: se esses casos de maldria autdctone comegassem a surgir com maior
intensidade e gravidade, originando surtos e provocando mortes, COmo 0S Servigos
de saude e vigilancia poderiam intervir? Quais medidas preventivas deveriam ser

tomadas?
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Ainda sé@o poucos os dados disponiveis sobre a cadeia de transmissdo da malaria
autoctone residual e muitos estudos tém sido realizados para elucida-la. Ha
evidéncias de que a malaria residual de sistemas de Mata Atlantica ocorra como
zoonose, tendo em vista a presenca da infecgcado por Plasmodium em primatas nao
humanos presentes em areas de Mata Atlantica. Concomitantemente, observa-se
uma grande variedade de espécies simias nas florestas desses municipios e

constata-se a proximidade de muitas habitacées humanas desses locais.

Tudo o que foi descrito acima torna o entendimento da dinamica e da epidemiologia
da malaria residual de sistemas de Mata Atlantica e sua ligagcdo com a malaria em
primatas ndo humanos de extrema importancia, assim como a realizacdo desse
estudo, que pretende fornecer novas evidéncias e contribuir na elucidacdo das

questdes pendentes sobre o possivel caracter zoonético da malaria.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a presenca de DNA de Plasmodium em amostras de figado de simios
mortos pela febre amarela nos municipios montanhosos do estado do Espirito
Santo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Estabelecer a frequéncia de amostras de figado positivas para as espécies de

Plasmodium analisadas.

- Determinar os diversos locais de ocorréncia da malaria simia por meio da

procedéncia do simio morto.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 AREA DE ESTUDO

4.1.1 O ESTADO DO ESPIRITO SANTO

O estado do Espirito Santo estd localizado na regido Sudeste do Brasil, entre as
latitudes 17° 53’ 29" S e 21° 18’ 03" S e as longitudes 39°41’ 18" W e 41° 52’ 45" W.
Possui uma extensédo territorial de 46.089 kmz2, equivalente a 0,53% do territorio
nacional. Tem, como limites, o estado da Bahia ao norte, o Oceano Atlantico a leste,
0 estado do Rio de Janeiro ao sul e o estado de Minas Gerais a oeste. Sua
populacdo, segundo dados do IBGE de 2018, é de 3.972.388 habitantes. Seu
territério compreende duas regifes naturais distintas: o litoral, que se estende por
400 km, e o planalto. Ao longo da costa Atlantica, existe uma faixa de planicie que
representa 40% da area total do estado. O clima é tropical umido, com temperaturas
médias anuais de 23 graus centigrados. A vegetacdo do estado € composta por
floresta tropical, assim como por porcdes de restinga e manguezais nas areas

litoraneas**’.

A regido serrana do Espirito Santo, dona de uma das mais ricas paisagens do
estado, abrange um conjunto composto de vales, montanhas, cachoeiras,
corredeiras e expressivas Unidades de Conservacgao. Seu relevo possui uma grande
variacdo de altitude, com macicos que chegam a 1.900 metros, como o Pico da
Pedra Azul, em Domingos Martins. Os maiores indices pluviométricos pertencem a

Marechal Floriano, com precipitacdo variando de 1.200 a 1.700 mm**’.

Os nove municipios da regido montanhosa do sul do estado que fazem parte deste
estudo sdo Santa Teresa, Sdo Roque do Canad, Santa Maria de Jetib4d, Domingos
Martins, Santa Leopoldina, Alfredo Chaves, Marechal Floriano, Viana e Vargem Alta,
situados entre as latitudes 19,6° e 20,6° Sul e as longitudes 40,6° e 41° Oeste. Eles

estdo dispostos na figura 3.
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Figura 3 - Municipios participantes do estudo, localizados na regido serrana do
estado do Espirito Santo.

A regido, que era considerada indene até 1976, possui aproximadamente 215.000
habitantes em uma &rea em torno de 5.343 km?. Existem bolsdes preservados de
Mata Atlantica nestes municipios, geralmente em encostas de morros, proximas as
habitacbes humanas. A maior parte dos moradores descende de italianos e
alemdes, que migraram para o Espirito Santo no século XIX. A fauna silvestre local é
constituida de passaros, répteis e pequenos mamiferos, incluindo simios das
familias Cebidae e Atelidae, com destaque para o género Alouatta, que €
frequentemente encontrado infectado por plasmédios e € suscetivel ao virus da

febre amarela*®14°,

4.1.2 O ESTADO DE MINAS GERAIS

Minas Gerais é um estado da Regido Sudeste do Brasil, possuindo 586.521,121 km?

e uma populacdo estimada de 21.168.791 habitantes'®. O clima é tropical, com
subdivisGes regionais por causa da altitude, e as temperaturas médias anuais séo
superiores a 18 graus centigrados, com excessao dos planaltos mais elevados do

centro-sul do estado, onde as temperaturas podem ser bem inferiores no inverno. A
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cobertura vegetal do estado de Minas Gerais pode ser dividida em quatro biomas
principais: Mata Atlantica, Cerrado, Campos de Altitude e Mata Seca. As regides de
Mata Atlantica sdo o segundo maior bioma do estado, possuindo elevado indice
pluviométrico. A vegetacdo nessas areas é densa e 0 ecossistema € ocupado por
bromélias, samambaias e orquideas. A biodiversidade animal nas areas de Mata
Atlantica é composta por mamiferos, aves, répteis, anfibios e invertebrados, assim

como por primatas ndo humanos®**.

Trés amostras coletadas eram de simios provenientes do municipio de Caratinga,
em Minas Gerais. A regido possui 1.258,479 km? e uma populacdo estimada de
92.062 habitantes'®. Localizada a 19°47'24" de latitude sul e 42°08'20" de longitude
oeste, Caratinga pertence a microrregido Ocidental do Caparad e situa-se na regido
da Serra da Mantiqueira. A sede do municipio esta a 578 metros acima do nivel do
mar e a geografia € composta por “mares de morros”, ou seja, uma area acidentada
de planaltos coberta por florestas estacionais semi-deciduas e por montanhas™>®. A
vegetacdo nativa predominante é a Mata Atlantica e o municipio possui duas
Reservas Particulares do Patrimonio Natural (RPPN), a RPPN estadual Lagoa
Silvana e a RPPN federal Feliciano Miguel Abdala. Apresenta notavel
biodiversidade, com presenca de primatas e diversos felinos, além de capivaras,

veados, cutias, quatis e aves, como macuco e gavides™*.
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Figura 4 - O municipio de Caratinga, no estado de Minas Gerais.
4.2 AMOSTRAGEM
Epizootias em areas montanhosas, como as dos municipios da regido serrana do

Espirito Santo e de outros estados brasileiros, ndo sdo raras. Acometem primatas

ndo humanos, que participam como hospedeiros e agem permitindo a disseminagéo



MATERIAIS E METODOS “

do agente patogénico em questdo, como ocorre no ciclo de transmisséao silvestre do
virus da FA. Essas epizootias acabam por possibilitar a obtencdo de visceras de
simios mortos que sao utilizadas para pesquisa de patdégenos, como no caso do

presente projeto, por meio de extracdo do DNA e amplificacéo por PCR.

Devido ao grande numero de Obitos de simios no mais recente surto de FA que
acometeu o estado do Espirito Santo e outros estados brasileiros nos anos de 2016
a 2018, foi possivel a obtencdo de amostras de figado para a realizacdo das ja

referidas técnicas de diagndstico molecular necessarias nesse estudo.

No total, foram coletadas e analisadas 70 amostras de figado de simios mortos,
sendo as coletas oriundas de necropsias realizadas por médico veterinario

pertencente a equipe de Primatologia da UFES.

4.3 COMUNICAC}AO, TRANSPORTE E ACONDICIONAMENTO DAS
AMOSTRAS

Depois de coletadas, as amostras foram acondicionadas inicialmente em freezer —
20 °C no laboratorio do Departamento de Ciéncias Bioldgicas da UFES, no campus
de Goiabeiras, em Vitéria/ES, e mantidas em embalagens plasticas impermeaveis e
hermeticamente fechadas tipo zip lock, tamanho 4 x 4 cm. Elas foram posteriormente
transportadas em caixas térmicas, devidamente climatizadas, até o laboratério do
Setor de Parasitologia da UFES, no campus de Maruipe, também em Vitéria, onde
foram acondicionadas em freezer — 80 ° C. Por fim, as amostras foram enviadas por
transporte aéreo, em gelo seco, para a Universidade de Sao Paulo (USP), onde
foram mantidas em freezer — 20 ° C, no laborat6rio de Protozoologia do Instituto de

Medicina Tropical (IMT), até serem processadas e analisadas.

4.4 DIAGNOSTICO MOLECULAR
4.4.1 EXTRACAO DE DNA DE PLASMODIUM
A extracao de DNA das amostras de figado dos simios mortos foi realizada por meio

do “DNeasy Blood and Tissue Kit” (Qiagen), segundo protocolo do fabricante (Spin-

Column Protocol), descrito abaixo:

1- Espécimes de até 25 mg de tecido (figados) foram cortados em pedacos

pequenos que foram colocados em tubos de microcentrifuga de 1,5 ml. Foram
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2- Foram adicionados 20 pl de proteinase K, misturados completamente por

adicionados 180 pl de tampéao ATL.

vortex e incubados a 56 °C até a lise completa do tecido. A mistura foi agitada
ocasionalmente em vértex durante a incubacéo para dispersar a amostra. A
lise completa ocorreu em aproximadamente trés horas.

3- Seguiu-se agitacdo durante 15 segundos. Foram adicionados 200 pl de
tampéo de lise (AL) a amostra e foi realizada mistura completa por vortex.
Foram adicionados, em seguida, 200 ul de etanol (96-100%) e realizada nova
mistura por vOrtex. A amostra, o tampdo AL e o etanol foram misturados
completa e imediatamente para se obter uma solugdo homogénea

4- A mistura do passo trés foi completamente pipetada para a coluna de
centrifugacdo DNeasy Mini e colocada em um tubo de recolha de 2 ml, que é
fornecido pelo kit. A mistura foi centrifugada a 6.000 x g (8.000 rpm) durante
um minuto. O filtrado e o tubo utilizado foram descartados.

5- A coluna de centrifugacdo DNeasy Mini foi colocada em um novo tubo de 2 ml
fornecido pelo kit. Foram adicionados 500 ul de tampao de lavagem 1 (AW1)
e o0 produto foi centrifugado durante um minuto a 6000 x g (8.000 rpm). O
filtrado e o tubo utilizado foram novamente descartados.

6- A coluna de rotagdo DNeasy Mini foi colocada em um novo tubo de recolha de
2 ml que é fornecido pelo kit. Foram adicionados 500 pl de tampao de
lavagem 2 (AW2) e o produto foi centrifugado durante trés minutos a 20.000 x
g (14.000 rpm) para secar a membrana da coluna de rotacdo do DNeasy Mini,
uma vez que o etanol pode interferir com as reacdes subsequentes. A coluna
de rotacdo Dneasy Mini foi, entdo, retirada cuidadosamente para ndo haver
contaminacdao por etanol. O tubo de coleta foi descartado novamente.

7- A coluna de centrifugacdo DNeasy Mini foi colocada em um tubo de
microcentrifuga limpo de 1,5 ml e 200 pl de tampéao de eluigdo (AE) foram
pipetados diretamente sobre a membrana DNeasy. O produto foi incubado a
temperatura ambiente por um minuto e depois foi centrifugado por mais um
minuto a 6.000 x g (8.000 rpm) para eluir.

8- A eluicédo realizada no passo acima foi repetida para obtencdo de maxima

concentracdo do DNA. Foi utilizado um novo tubo de microcentrifuga.

Todos os passos de centrifugacdo foram realizados a temperatura ambiente
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(aproximadamente 24 °C). As agitacdes por vortice foram efetuadas por vortex
pulsado durante dez segundos. Como todas as amostras de tecido utilizadas
estavam congeladas a — 20 °C, a sua temperatura foi equilibrada até a temperatura

ambiente antes das extracdes de DNA.

4.4.2 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE QUANTITATIVA EM TEMPO REAL
(RT-gPCR) PARA A DETECCAO DE PLASMODIUM

Neste estudo, foi feita a op¢cédo por um protocolo de RT-gPCR, utilizando o sistema
“TagMan”, uma vez que ele possui maior sensibilidade e especificidade, além de nao
precisar de pos-processamento do produto da RT-gPCR, diminuindo o risco de
contaminacdo, e de ser também reprodutivel. Outra vantagem desse protocolo é a
possibilidade de utilizacdo de “primers” e sonda para amplificacdo de fragmento
correspondente ao género Plasmodium, além dos primers e sonda espécie-

especificos.

As reacdes foram realizadas segundo protocolo descrito por Bickersmith et al.**®
para amplificagdo de fragmentos do gene 18S rRNA, com cerca de 100 pares de
bases, para o género Plasmodium e para as espécies P. vivax e P. falciparum. Foi
utilizado o TagMan Triplex Universal Master Mix Il com UNG e as reacdes para cada
espécie e para género foram realizadas separadamente’*>**® As mesmas condicées
foram utilizadas para a deteccao de P. malariae, porém foram empregados “primers”

e sonda descritos por Rougemont et al.>*®, como apresentado no quadro 1.

Todas as reacfes foram realizadas com controle positivo e negativo. Como controles
positivos das reac0des, foi utilizado DNA extraido de amostra de individuo infectado
por P. vivax, sangue de macaco Rhesus infectado por P. brasilianum (confirmado
por lamina de imunofluorescéncia) e sangue de paciente com malaria causada por

P. falciparum. Como controle negativo, foi utilizada agua estéril.

Para a reacao de amplificacdo, foram utilizados 5,0 pl de DNA e 12,5 ul de TagMan
Universal Master Mix Il com UNG (Applied Biosystems) (2X), 0,75 pl de Plasmo2 - R
e para cada respectiva reagao, 0,75 pl (10 uM) de “primer” e 0,25 ul (10 uM) de
sonda correspondentes, acrescentando-se agua estéril para completar o volume de
25 pl.
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As reacOes foram realizadas no equipamento Step One Plus (Applied Biosystems),
no Laborat6rio de Protozoologia do IMT/USP, com a supervisdo da equipe técnica
colaboradora. Os parametros empregados foram: desnaturacao inicial a 50°C por 2
minutos e 95°C por 10 minutos e posteriormente, 50 ciclos de 95°C por 15 minutos e

60°C por 1 minuto.

Acervo Pessoal, 2018.

Figura 5 - Sistema Step One Plus utilizado nas reacfes de RT-qPCR, no Laboratério
de Protozoologia do IMT/USP.

Quadro 1 - “Primers” e sondas (100 pb) utilizadas para amplificacdo de 18S rRNA
de Plasmodium em amostras de DNA obtido de figado de simios por RT-gPCR no
sistema TagMan®

"Primers" e Sondas Sequéncia5™- 3’ Ref
Plasmo1-F GTT AAG GGA GTG AAG ACG ATC AGA 155
Plasmo2-R AAC CCA AAGACTTTG ATTTCT CATAA 155
Plasprobe FAM -TCGTAATCTTAACCATAAAC- MGBNFQ 155
Falc-F GACTAGGTGTTGGATGAAAGTGTTAAA 155
Falciprobe VIC - TGAAGGAAGCAATCTAAAAGTCACCTCGAAAGA -QSY 155
Vivax-F GACTAGGCTTTGGATGAAAGATTTTAA 155
Vivaxprobe NED - ATAAACTCCGAAGAGAAAA — MGBNFQ 155
Mal-F CCGACTAGG TGTTGG ATG ATA GAG TAAA 156
Malaprobe FAM - CTA TCT AAA AGA AAC ACT CAT —-MGBNFQ 156

Posteriormente, apos as reacdes de amplificacdo por RT-gPCR no sistema
“TagMan”, todas as amostras foram reexaminadas em reag¢des de amplificagdo por

PCR convencional Nested utilizando primers para cyt b, genoma mitocondrial mais



MATERIAIS E METODOS

especifico e com estabilidade superior, a fim de amplificar fragmentos maiores (402
pb), utilizando, dessa vez, protocolos descritos por Siregar et al e De Nys et al*®"%8,
Com isso, tentou-se encontrar amostras positivas que as reacdes anteriores, que sO
puderam amplificar fragmentos de no maximo 150 pb, ndo detectaram. Portanto,
através de técnicas moleculares distintas, aumentou-se consideravelmente a

possibilidade de detectar DNA de Plasmodium.

As reacdes para amplificacdo de fragmento de citocromo b (cyt b) utilizaram os
primers PfF3700 /PfR4615, que produziram um fragmento de 915 pb na primeira
reacdo. A segunda reacao de PCR utilizou o primeiro produto em conjunto com Pff
3700 / PfR4102 e produziu um fragmento de 402 pb. A primeira reacdo de PCR foi
realizada com 2 pl de DNA, enquanto a segunda foi executada com 1 pl de produto

da primeira reacdo, como descrito no Quadro 2, abaixo.

Quadro 2: “Primers” utilizados para amplificacdo de fragmentos de citocromo b de

Plasmodium em amostras de DNA obtido de figado de simios por PCR convencional

nested.
Gene "Primers" Sequéncia Pb Reacao
PfF3700 TGGATGGTGTTTTAGATACATGC 915 Nest 1a 187
PfR4615 GTTTGCTTGGGAGCTGTAATC
cytbl
PfF3700 TGGATGGTGTTTTAGATACATGC 402 Nest 23 188
PfR4102 GCTGTATCATACCCTAAAG

As reacOes de PCR foram executadas com uma mistura de PCR de 25 pul: 2 pl de
molde, 2,5 pl de 10X tampéao de PCR Taq, 10 pmol de cada primer, 100 uM de
dNTP, 0,5 U de Taqg Polimerase (Platinum Taq — Invitrogen).

Os ciclos de amplificacdo da primeira reacao consistiram em: desnaturacdo - 94 ° C
por 5 minutos, seguido de 30 ciclos, sendo desnaturagao - 94 ° C, por 15 segundos,
alinhamento - 50 ° C por 15 segundos, extensdo - 72 ° C por 45 segundos, com
extenséo final de 72 ° C por 5 minutos. Na segunda reacao foram feitos 20 ciclos, e
a temperatura de alinhamento foi aumentada para 53° C. Todas as reacfes foram

conduzidas com controles negativos e positivos.
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Todas as amostras positivas para DNA de Plasmodium foram enviadas para a
Universidade Nova de Lisboa, em Portugual, onde, possivelmente, o

sequenciamento do seu genoma sera realizado.

45 CONSIDERACOES ETICAS

Neste estudo, foram utilizados fragmentos de figado de simios mortos em
decorréncia do surto de febre amarela no Espirito Santo e nenhum dano ao meio
ambiente ocorreu em decorréncia dele. Todas as medidas de biosseguranca
necessarias foram devidamente adotadas. Como nenhuma amostra bioldgica foi
obtida de animais vivos, ndo houve eutanasia de animais e o estudo n&do envolve

seres humanos, néo se fez necesséria apreciacao ética de qualquer natureza.

As amostras de figado de simios mortos na epizootia de febre amarela no Espirito
Santo foram obtidas por meio de colaboracao estabelecida entre o Prof. Dr. Crispim
Cerutti Junior e o Prof. Dr. Sérgio Lucena Mendes, ambos da Universidade Federal
do Espirito Santo. A autorizacdo para a coleta de campo foi obtida da Comissao de
Etica no Uso de Animais da UFES (autorizacdo para coleta 38/2017 -
CEUAJ/CCS/UFES) e esta em anexo (Anexo 1).

4.6 ANALISE DOS DADOS

O presente estudo tem delineamento descritivo, ja que se dispds a determinar a
frequéncia do DNA de Plasmodium nas amostras de figado coletadas e analisadas,
além de permitir o mapeamento da ocorréncia da malaria simia hos municipios da
regido montanhosa do Espirito Santo. Para organizacdo dos dados, foi construida
uma planilha com todas as informacdes referentes as amostras de figado dos simios
no programa Microsoft Excel (2013). Os dados foram tratados com base em suas

frequéncias absolutas e relativas.
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Foram analisadas 70 amostras de figado de primatas ndo humanos obtidas a partir

5. RESULTADOS

do surto de febre amarela que atingiu o estado do Espirito Santo, assim como outros
estados brasileiros, nos anos de 2016 a 2018. Na Tabela 1, abaixo, pode-se
observar a distribuicdo das amostras de figado de acordo com a espécie de simio

afetado.

Tabela 1 - Distribuicdo das amostras de figado por espécie de simio morto por febre
amarela nos anos de 2016 a 2018, obtidos em municipios do Espirito Santo e em
Caratinga/MG.

Espécie Quantidade Porcentagem
Alouatta guariba 54 77,14
Callicebus personatus 6 8,57
Callithrix geoffroyi 5 7,14

Sapajus robustus 1 1,43
Ignorado 4 5,71

Total 70 100,00

Acervo Pessoal, 2018.

Na tabela 2, abaixo, pode-se observar a distribuicio das amostras de figado de

acordo com o municipio de origem do simio recolhido.
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Tabela 2 - Distribuicdo das amostras de figado de simios mortos por febre amarela
nos anos de 2016 a 2018 em municipios do Espirito Santo e em Caratinga/MG de
acordo com a sua procedéncia.

Municipio Quantidade Porcentagem
Domingos Martins 21 30
Santa Maria Jetiba 18 25,71
Santa Teresa 9 12,86
Marechal Floriano 6 8,57
Caratinga/MG 3 4,28
Vila Velha 2 2,86
Sooretama 1 1,43
S&ao Mateus 1 1,43
Afonso Claudio 1 1,43
[taguacu 1 1,43
Ignorado 7 10
TOTAL 70 100

Acervo Pessoal, 2018.

Entre as 70 amostras de figado analisadas, uma foi positiva para P. vivax, quatro
para P malariae, sete para P. falciparum e uma amostra foi positiva tanto para P.
vivax quanto para P. falciparum. Duas outras amostras foram positivas para o
género Plasmodium nas reacdes de PCR utilizando marcador Cyt b. As espécies de
Plasmodium dessas duas amostras s6 poderdo ser especificadas posteriormente no
seu sequenciamento. No total, 15 amostras foram positivas para DNA de

Plasmodium, encontrando-se, portanto, uma frequéncia relativa de 21,43%.

A amostra positiva para P. vivax era de Santa Maria de Jetiba. Com relacdo as
amostras positivas para P. malariae, uma era de Santa Teresa, uma de Domigos
Martins e duas eram de origem desconhecida. Das amostras positivas para P.
falciparum, quatro eram de Domingos Martins, uma de Santa Maria de Jetiba, uma
de Caratinga/MG e uma de origem desconhecida. A amostra positiva
concomitantemente para P. vivax e P. falciparum era do municipio de Marechal
Floriano. As duas amostras positivas para o género Plasmodium eram de Santa
Maria de Jetiba. Todas as amostras positivas eram de simios da espécie Alouatta

guariba (Tabela 3).
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Tabela 3 - Resultados encontrados nas amostras de figado obtidas de simios
mortos por febre amarela nos anos de 2016 a 2018 em municipios do Espirito Santo
e em Caratinga/MG.

Codigo da Amostra  Espécie do Plasmodium Municipio de Origem Espécie do Simio

20170127CA01/F3 P. falciparum Caratinga/MG Alouatta guariba
20170309RFSO05/F47 P. falciparum Santa Maria de Jetiba Alouatta guariba
20180111JMF03/F56 P. falciparum Domingos Martins Alouatta guariba
20180112MTO01/F58 P. falciparum Domingos Martins Alouatta guariba
20180116MTO03/F62 P. falciparum Domingos Martins Alouatta guariba
20180111JMF02/F63 P. falciparum Domingos Martins Alouatta guariba
20180116MT02/F64 P. falciparum Ignorado Alouatta guariba
20180121JMF01/F25 P. malariae Ilgnorado Alouatta guariba
20180105JMF02/F31 P.malariae Domingos Martins Alouatta guariba
20180121MTO3/F33 P. malariae Ignorado Alouatta guariba
20170127RRO04/F65  P.malariae Santa Teresa Alouatta guariba
20170207AFS02/F57  P. vivax Santa Maria de Jetiba Alouatta guariba
20180117JMF01/F59 P.vivax e P. falciparum Marechal Floriano Alouatta guariba
20170321BPO0O1/F4 Plasmodium sp Santa Maria de Jetiba Alouatta guariba
20170321JBS01/F9 Plasmodium sp Santa Maria de Jetiba Alouatta guariba
TOTAL 15 15 15

Acervo Pessoal, 2018.

Assim, ao ser considerada a espécie Alouatta guariba como origem de todas as
amostras positivas, das 15 amostras resultantes, sete o foram para P. falciparum
(46,67%), quatro para P. malariae (26,67%), uma para P. vivax (6,67%), uma para P.
falciparum e P. vivax (6,67%) concomitantemente e duas para o género Plasmodium
(13,33%).

Das 70 amostras, 21 eram de Domingos Martins, 18 eram de Santa Maria de Jetib4,
nove eram de Santa Teresa, seis eram de Marechal Floriano e trés eram de
Caratinga/MG. O numero de amostras positivas para cada municipio acima citado
estd descrito no fluxograma 1, abaixo. As frequéncias relativas dos resultados
positivos, tomando-se como denominador o numero total de amostras em cada
municipio, foram de 23,81% para Domingos Martins, 22,22% para Santa Maria de
Jetiba, 11,11% para Santa Teresa, 16,67% para Marechal Floriano e 33,34% para
Caratinga/MG.



RESULTADOS

Fluxograma 1 — Detalhamento das amostras positivas para DNA de Plasmodium
obtidas de simios mortos por surto de febre amarela nos anos de 2016 a 2018 em
municipios do Espirito Santo e em Caratinga/MG, incluindo frequéncia relativa (FR)
por municipio.

70 AMOSTRAS
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6 amostras
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18 amostras
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Martins

21 amostras

Caaratinga/MG
3 amostras
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positiva
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positiva

1 amostra
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1 P. falciparum
1 P. vivax
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falciparum
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FR: 33,34% FR: 42,86%
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Acervo Pessoal, 2018.

O mapa abaixo € a representacdo geogréfica de 63 amostras de figado coletadas e
analisadas, ja que as outras sete tinham municipio de procedéncia ignorado. Dada a
grande quantidade de amostras representadas no mapa, houve uma inevitavel

sobreposi¢ao dos pontos.
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Figura 6 - Representacdo gréafica da distribuicdo das amostras de figado coletadas
de simios mortos por febre amarela nos anos de 2014 a 2018 em municipios do
Espirito Santo e em Caratinga/MG de acordo com a sua procedéncia.
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Este estudo representa um importante passo em busca de um melhor entendimento

6. DISCUSSAO

sobre a dindmica da malaria residual de sistemas de Mata Atlantica e sua relacédo
com a malaria que infecta primatas ndo humanos. Os estudos mais recentes
apontam o0s simios como um provavel reservatorio da doenca, o que tornaria
possivel a sua condicéo de zoonose®:97120121,

A positividade encontrada por meio da extragdo de DNA de Plasmodium e
amplificacdo por PCR realizados nas amostras de figado de simios mortos sugere
gue a ocorréncia de casos de malaria humana nos municipios da regido montanhosa
do Espirito Santo, assim como em outras areas de Mata Atlantica, pode estar

relacionada a malaria simia.

A positividade encontrada nesse estudo encontra similaridade com aquela do estudo
publicado por Abreu et al®*, que realizaram avaliacdo anéloga nas areas de Mata
Atlantica do Rio de Janeiro e estados vizinhos em 2019. Seus resultados foram
positivos em 25% das amostras de DNA de Plasmodium, sendo todas de simios do
género Alouatta (Alouatta guariba clamitans)®. Deane, por sua vez, conforme o que
foi registrado em artigo publicado em 1992, ao examinar 4.585 primatas n&o

humanos, encontrou o parasito no sangue de 655 animais (14,3%)%.

As Unicas duas amostras positivas para P. vivax encontradas no presente estudo
(13,33%) contrastam com a frequéncia em que a espécie foi detectada por Abreu et
al (50%), sendo, ainda, inferior a encontrada nas regides Sul e Sudeste, que tém
porcentagens de 42,4% e 37,5%, respectivamente®#911°71%8 ' A nositividade para P.
malariae observada foi de 26,67%, valor também inferior aquele de Abreu et al
(50%)*. A discrepancia observada nesses resultados pode ser devida ao tipo de
amostra utilizada, ja que, no presente estudo, foram utilizadas amostras de figado
apenas, enquanto Abreu et al utilizaram amostras de sangue de primatas nao
humanos vivos ou recentemente mortos, além de amostras hepaticas e de baco
daqueles encontrados mortos em sua éarea de estudo®. Isso permitiu,
possivelmente, a deteccdo do Plasmodium em diferentes estagios do seu ciclo

bioldgico.
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Um ponto importante a ser citado, no entanto, € que, diferentemente do estudo
realizado por Abreu et al, que ndo encontrou qualquer amostra positiva para P.
falciparum, o presente estudo identificou, surpreendentemente, a presenca de sete
amostras com presenca isolada desta espécie e uma amostra com infeccdo mista
por P. vivax e P. falciparum. Isso pode significar que tem ocorrido, ao contrario do
gue se imaginava, circulacdo de P. falciparum nas areas de Mata Atlantica, uma
questdo que precisara ser estudada e analisada melhor posteriormente, pelo

sequenciamento do DNA de Plasmodium encontrado nessas amostras.

Os estudos realizados sobre a maléria simia ao longo dos ultimos anos tém
demostrado que os espécimes do género Alouatta sdo os primatas ndo humanos
mais parasitados pelos P. simium e P. brasilianum nas regiées Sul e Sudeste®*°!, O
mesmo foi observado no presente estudo, ja que todas as 15 amostras positivas
foram de primatas da espécie Alouatta guariba. Além da clara susceptibilidade a
infeccdo malarica, os macacos bugios tém comportamento acrodendrofilico, ou seja,
tém preferéncia por viver nas copas das arvores, além de possuirem corpos
relativamente grandes e apresentar maior lentiddo para se movimentar, fatores que
podem torna-los mais expostos aos vetores da doenca®*>°.

Recentemente, DNA de P. simium foi encontrado também em primatas néo
humanos dos géneros Cebus e Sapajus, ho Sudeste, e DNA de P. brasilianum foi
identificado em simios dos géneros Cebus, Callicebus e Callithrix, pertencentes as
familias Callitrichidae e Cebidae, no Centro de Primatologia do Rio de Janeiro,
também no Sudeste®*®. O papel desses simios como reservatério para a malaria
residual ainda precisa ser melhor esclarecido, sobretudo porque estudos anteriores
ndo os encontraram infectados ou ndo conseguiram promover a infeccao maléarica

82,88,157

experimentalmente neles Portanto, € possivel que a participacdo desses

primatas ndo humanos na cadeia de transmissdo da maléria residual seja pequena.

A positividade para P. malariae (26,67%) encontrada no presente estudo foi superior
a de P. vivax (13,33%). Abreu et al encontraram positividades idénticas para essas
duas espécies de Plasmodium (50%) em suas coletas, identificando seis amostras
para P. vivax e seis para P. malariae em 12 positivas®’. Esses resultados divergem
em relacdo ao fato de que os casos humanos de malaria no Espirito Santo, bem

cOmo nos outros estados da regido Sudeste, tém sido sempre atribuidos ao P. vivax
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por tantos anos®®®%74160161 'Ng entanto, Cerutti et al identificaram, em um estudo
conduzido na regido montanhosa do Espirito Santo, regido extra-Amazoénica
endémica para malaria, residentes assintomaticos com porcentagens de anticorpos
IgM e IgG para P. malariae de 30,1% e 56,5%, respectivamente®®. Nas reacées de
PCR multiplex, 15 de 48 amostras analisadas foram positivas para P. malariae®®. Em
outro estudo conduzido no Espirito Santo, Alencar et al encontraram incidéncia
idéntica (1,25 infeccbes por 100 pessoas-ano) para ambas as espécies de
Plasmodium (P. vivax e P. malariae)*®>. Em um estudo conduzido em Guapimirim, no
estado do Rio de Janeiro, seis casos de infeccdo em seres humanos sem
sintomatologia foram positivos para P. malariae e 30,9% dos residentes locais
possuiam anticorpos contra antigeno de superficie eritrocitaria de P. malariae’®®. A
possibilidade dessas infec¢Bes terem origem nos simios é sugerida pelo fato de nédo
haver qualquer caso de malaria humana importada que pudesse servir como
introdutor em Guapimirim. Além disso, essas infec¢cdes ocorreram em locais

préximos a regides de Mata Atlantica’®.

Na regido Amazonica, casos de malaria simia causados por P. brasilianum ocorrem
comumente®8>16416% - Além disso, pessoas que estdo frequentemente em contato
com as florestas da Amazonia no Brasil, na Venezuela e na Guiana Francesa tém
alta frequéncia de anticorpos contra P. malariae, outro fato que apoia a hip6tese da
transmisséo desse Plasmodium de primatas ndo humanos para o homem?*?>14,

Um dos fatores que tornam complexa a cadeia de transmissdo da maléaria extra-
Amazobnica é a participacdo dos portadores assintomaticos. Eles representam o0s
personagens principais de uma teoria alternativa a possibilidade da sustentacdo de
tal transmiss&o por meio do reservatorio simio. A constante ocorréncia de individuos
assintoméaticos na infeccdo malarica é bem conhecida e documentada, assim como
seu papel na cadeia de transmissdo da doenca. Sua frequéncia, no entanto, vai

depender do nivel de endemicidade®®®971:162166.167.168.169

Muitas vezes, a
parasitemia desses pacientes € tdo baixa que s6 pode ser identificada por técnicas
moleculares, o que dificulta a identificacdo dos casos e frusta os esfor¢cos para

controlar a doenca’"®.

Cerutti et al analisaram, em seu estudo realizado em areas de baixa incidéncia de

malaria no estado do Espirito Santo, o sangue de 1.527 residentes assintomaticos,
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identificando DNA de Plasmodium em 48 deles (23 amostras positivas para P. vivax
e 15 para P. malariae), o que correspondeu a uma prevaléncia de 3,1%°®. Em outro
estudo, Alencar et al. encontraram, em individuos moradores nos municipios da
regido montanhosa do Espirito Santo, uma prevaléncia inicial de residentes
assintomaticos positivos para DNA de Plasmodium de 3,4%, frequéncia quase
idéntica aquela encontrada por Cerutti et al. Na primeira avalilacdo de
acompanhamento de tais residentes, um individuo foi positivo para P. vivax, um para
P. malariae e um para P vivax e P malariae simultaneamente. Posteriormente,

quatro novos casos foram registrados, dois para P. vivax e dois para P. malariae'®?.

Sabidamente, as infec¢des por P. malariae podem persistir por muito mais tempo do
que as causadas por P. vivax, ja que 0s primeiros parecem ser mais adaptados aos
seus hospedeiros'®. Portanto, a frequéncia de infeccéo por P. malariae pode nao
ser adequadamente percebida porque dela decorre menor expressao clinica do que
a que é advinda da infecc&o por P. vivax®®",

Diante do exposto, seria correto esperar, portanto, a ocorréncia de casos de malaria
humana por P. malariae no Espirito Santo, bem como nos outros estados da regiao
Sudeste, principalmente se considerarmos que o vetor de transmissédo, o Anopheles
cruzii, 6 o mesmo®. Assim, é recomendado que os profissionais dos setores de
Vigilancia em Saulde sejam alertados para a possibilidade de ocorréncia de
infeccbes por P. malariae, bem como residentes e visitantes dos municipios
préximos de areas de Mata Atlantica, para que se possa avaliar sua participacédo na
cadeia de transmissédo da maléaria residual de sistemas de Mata Atlantica, no sul e

no sudeste do Brasil.

As amostras de figado utilizadas nesse estudo foram obtidas de simios mortos no
surto de febre amarela registrado nos estados da regido Sudeste do Brasil nos anos
de 2016 a 2018. Essas epizootias atingiram amplamente os primatas ndo humanos
desses estados, principalmente os do género Alouatta, matando centenas de
animais e causando impacto consideravel em suas populacdes'’*. E plausivel supor,
entdo, que esses Obitos acabem por influenciar a dindmica da transmissdo da
malaria residual na regido, possivelmente a médio ou a longo prazo. Abreu et al
apontam, em seu estudo, uma diminuicdo significativa de casos autoctones de

malaria nos anos de 2018 e 2019 em relacdo aos anos de 2006 a 2014972 O
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namero de casos de maléaria autoctone residual no Espirito Santo parece seguir 0
mesmo padrdo de declinio. Em 2015, houve a notificacdo de 43 casos de infecgcéo
malarica autéctone residual no estado e, em 2016, 39 casos. No ano de 2017,
ocorreram 33 casos de malaria residual, enquanto em 2018, oito casos ocorreram e,

em 2019, apenas trés casos (Figura 5)*"°.

}A !os de ia reg,no Esp, Santo ,

L)
A A
2017 I 2018 I2019

2014 I 2015

Fonte: Secretaria de Vigilancia em Saude, 2019.

Figura 7 - Casos de malaria autdctone residual no estado do Espirito Santo nos
anos de 2014 a 2019.

Se 0 numero de casos de malaria autéctone em regides de Mata Atlantica depende
realmente do reservatério representado pelos primatas ndo humanos, o seu papel
na transmissdo de tal maléaria residual sera revelado a partir da reducdo do seu
namero. Serdo necessarias, no entanto, analises e observacdes em anos
posteriores para mensurar corretamente o impacto do 6bito de simios ocorridos no
altimo surto de febre amarela sobre a transmissdo da malaria residual e,

consequentemente, o papel por eles desempenhado em sua dinamica.
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Outro ponto importante a ser discutido € a verificacdo da sobreposicdo da malaria
humana e da maléria simia nos municipios com amostras de figado positivas para
DNA de Plasmodium. Foram encontradas amostras hepaticas positivas em simios
da espécie Alouatta guariba em quatro dos 15 municipios do Espirito Santo que
registraram casos de malaria autoctone residual nos udltimos seis anos (2014 a
2019)'"3(Tabela 4 e Figura 5). Abreu et al, em 2019, observaram que, dos onze
municipios que relataram casos de malaria autéctone residual nos ultimos anos no
estado do Rio de janeiro, em cinco foi detectado DNA de P. vivax/simium em simios
da espécie Alouatta g. clamitans®. A menor sobreposicdo entre a malaria humana
residual e a malaria simia observada no presente estudo em relacdo ao de Abreu et
al pode ter ocorrido devido a diferenca nos tipos de amostras colhidas e analisadas

por eles, como ja relatado anteriormente.

Tabela 4 - Municipios do Espirito Santo com casos registrados de malaria autéctone
residual nos anos de 2014 a 2019 e com amostras de figado positivas para DNA de
Plasmodium.

Anos

Municipios 2014 2015 2016 2017 2018 2019 Amostras Positivas
Afonso Claudio 1 0 1 0 1 0 Zero
Anchieta 0 0 0 1 0 0 Zero
Alfredo Chaves 4 4 5 5 0 0 Zero
Cariacica 1 0 0 2 0 0 Zero
Guarapari 0 1 0 1 0 0 zero
Domingos Martins 2 12 8 8 3 0 5 amostras
Fundao 2 1 1 0 0 0 Zero
Ibiragu 0 4 0 0 1 0 Zero
Marechal Floriano 2 4 3 1 0 0 1 amostra
Santa Leopoldina 4 5 3 4 2 1 zero
Santa Teresa 11 8 18 6 0 2 1 amostra
Santa Maria de Jetiba 2 0 0 0 0 0 4 amostras
Vargem Alta 0 1 0 0 0 0 zero
Venda Nova do
Imigrante 1 3 0 5 0 0 zero
Viana 0 0 0 0 1 0 Zero
TOTAL 30 43 39 33 8 3 11 amostras

Fonte: Secretaria de Vigilancia em Saude e acervo pessoal, 2019.
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Figura 8 - Ocorréncia da malaria simia, segundo positividade das amostras de
figado dos simios mortos coletados nos municipios do Espirito Santo e em
Caratinga/MG e os casos de malaria autéctone residual registrados no Espirito

Santo de 2014 a 20109.
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Curiosamente, o municipio de Caratinga, em Minas Gerais, apesar de fornecer trés
das 70 amostras de figado de simios coletadas, sendo uma positiva para P.
falciparum, ndo registrou qualquer caso de malaria autdctone residual nos dltimos
seis anos*’®. Além disso, Santa Maria de Jetiba, que contou com quatro amostras
positivas para DNA de Plasmodium, néo registrou qualquer caso de malaria residual
nos anos de 2014 a 20197,

Deve-se ressaltar, ainda, o fato de que, como mostra a Tabela 4, ndo houve coleta
de simios mortos e, consequentemente, de amostras de figado, em todos os
municipios que registraram, nos anos de 2014 a 2019, casos de maléria autéctone
residual e, portanto, ndo é possivel descartar ou confirmar a sobreposicdo entre
malaria simia e humana residual nos municipios onde nao houve coleta. Estudos
posteriores nesses municipios, ou mesmo em todos os municipios do Espirito Santo
que registram com frequéncia casos de maléria residual, podem auxiliar na

elucidacao dessas questodes.

Além disso, em outros inquéritos e investigacbes que possam vir a ser realizados
para melhorar o entendimento sobre a malaria residual, onde ocorrera,
possivelmente, a coleta de material biolégico de primatas ndo humanos, deve-se
considerar, comparativamente, os diversos métodos de coleta existentes, invasivos
e nao invasivos, bem como suas principais caracteristicas, além de suas vantagens

e desvantagens.

A abordagem utilizada no presente estudo, com amostras de figado obtidas de
simios mortos, é considerada invasiva e apresenta limitacdes impostas pela propria
condicdo de 6bito do animal. A positividade para DNA de Plasmodium encontrada
em amostras de tecido hepatico ndo significa necessariamente que o parasito exista
no estagio eritrocitico, pois esse DNA pode derivar de parasitos em estagios pré-
eritrociticos. Assim sendo, a técnica de PCR utilizada no presente estudo poderia
amplificar o DNA do estagio preé-eritrocitico dos parasitos, em vez daquele da
infeccdo sanguinea propriamente dita'’®. A caracterizagédo molecular e biolégica das
formas pré-eritrociticas do parasito pela amostragem hepatica invasiva pos mortem

n&o implica em evidéncia do desenvolvimento do parasito nos eritrocitos*’®.
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Técnicas nédo invasivas, que permitem a deteccdo de infeccbes por Plasmodium a
partir de amostras de fezes, urina e saliva, vém sendo desenvolvidas ao longo dos
altimos anos. Elas podem obter alta precisdo, com niveis minimos de inconveniéncia
para os pacientes ou animais envolvidos. Nwakanma et al demonstraram, em 2009,
gue a PCR em tempo real era capaz de amplificar DNA de P. falciparum em diversos
materiais bioldgicos'’’. Embora tenha apresentado melhor desempenho no sangue,

também foi bem sucedida em amostras de saliva e urina’’1/8179.180

A utilizacdo de amostras de fezes como material biolégico possibilitou,
recentemente, a descoberta de novas espécies de Plasmodium em primatas nao
humanos, apesar dos problemas relativos a deterioracdo do DNA presente nesse
tipo de material bioldgico'®-182183_ A deterioracdo do material biolégico fecal, além da
amostragem repetida, torna essa técnica menos sensivel do que as que utilizam
sangue, urina e saliva®®*""*®* Esses problemas estdo sendo superados pelo uso de
sequéncias mitocondriais para amplificar o DNA do parasito, jA& que pequenos
fragmentos de genoma podem conter informacfes filogenéticas suficientes para
identificar as espécies de Plasmodium. Essa técnica é, hoje, um dos principais
recursos utilizados para a deteccdo e andlise do Plasmodium em primatas nao
humanos, tendo ainda grande potencial em investigacdes epidemioldgicas e nos

estudos de genética de populacdes®181185186

7

Outra limitacdo do presente estudo € a coleta de amostras por conveniéncia,
aproveitando-se da morte de simios durante uma epizootia. O aproveitamento nao
aleatério do simio morto para coleta de material biolégico foi acrescido, em limitacéo,
pela frequente auséncia de informacdes sobre seus habitos e sua procedéncia. Sete
amostras tinham municipio de procedéncia ignorado, o que prejudicou a analise final
de frequéncia e distribuicdo, bem como o0 mapeamento das ocorréncias. Como, em
algumas ocasides, ndo se dispunha das coordenadas geograficas exatas dos locais
de coleta dos simios mortos, optou-se, nesses casos, pelo uso das coordenadas

geograficas das sedes dos municipios, para a elaboracdo dos mapas.

Diante do exposto, fica claro que ha fortes evidéncias de que a malaria residual de
sistemas de Mata Atlantica pode ter um componente zoondtico responsavel por
auxiliar em sua cadeia de transmissdo, tendo possivelmente os primatas nao

humanos, principalmente do género Alouatta, como principal reservatério da doenca.
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Por meio da pesquisa de DNA de Plasmodium em amostras hepaticas de primatas
ndo humanos mortos no ultimo surto de febre amarela registrado no Brasil, este
trabalho contribuiu para uma melhor compreensao da malaria residual e sua relacéo
com a malaria simia ao descrever a ocorréncia de infeccdo em primatas nao
humanos por Plasmodium e relacionar esses achados com a infeccdo malarica em
humanos nos municipios da regido montanhosa do Espirito Santo com proximidade

de areas de Mata Atlantica.

Por fim, é importante relacionarmos todos os importantes resultados encontrados
nesse estudo com o conceito de One Health. O papel de diversos fatores ambientais
e da vida animal na transmissdo e na dindmica da malaria residual de sistemas de
mata atlantica da regido extra-Amazonica parece Obvia e indiscutivel, principalmente
quando consideramos a relacdo que parece existir entre ela e a malaria em primatas

nao humanos.

Fica clara também a necessidade premente de novos estudos e abordagens,
possivelmente de carater ndo invasivo, sobre a malaria residual e sua relacdo com a
maléria simia, para que sejam esclarecidas as diversas questdes inevitavelmente

levantadas durante a realizacdo deste estudo.
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%+ DNA de Plasmodium foi identificado em amostras de figado de simios mortos

CONCLUSOES

pela febre amarela em municipios da regido montanhosa do estado do
Espirito Santo, bem como em Caratinga, estado de Minas Gerais, por meio da

extracdo e amplificacdo de DNA por PCR.

+ Das 70 amostras analisadas, sete foram positivas para P. falciparum (10%),
quatro para P. malariae (5,71%), uma para P. vivax (1,43%), uma para P.
vivax e P. falciparum concomitantemente (1,43%) e duas para o0 género
Plasmodium (2,86%).

% Os locais de ocorréncia da malaria simia na regido montanhosa do Espirito
Santo, encontrados por meio da procedéncia do simio morto, foram Domingos
Martins, Santa Maria de Jetib&, Santa Teresa e Marechal Floriano, bem como
Caratinga, no estado de Minas Gerais.

% Os simios do género Alouatta parecem ser particularmente suscetiveis ao
Plasmodium, podendo representar o principal reservatorio para a malaria
residual de sistemas de Mata Atlantica nos municipios da regido montanhosa
do Espirito Santo, jA& que todas as amostras positivas para DNA de
Plasmodium eram de simios da espécie Alouatta guariba.

% O grande numero de Obitos de primatas ndo humanos resultante do ultimo
surto de febre amarela ocorrido em alguns estados brasileiros parece ter tido
impacto consideravel sobre a frequéncia de casos de maléria residual de
sistemas de Mata Atlantica, haja vista a queda acentuada no numero de
casos de infeccdo malarica autdctone residual observada nos ultimos anos
analisados. Serdo necessario estudos e analises posteriores para comprovar

tal comportamento.
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Certificamos que o Projeto intitulado"Aspectos ecolégicos do surto de febre amarela silvestre no Espirito Santo"(Etapa 1)",
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