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RESUMO

Fagundes Janior, J. Malaria simia na Mata Atlantica do Espirito Santo: distribuicio e
caracterizacdo molecular das espécies de Plasmodium a partir de fezes de primatas.

Disserta¢ao (Mestrado). Vitoria: Universidade Federal do Espirito Santo, 2021. 71 p.

A malaria € uma das doencas infecciosas de maior importancia mundial. No Brasil, a doenga
acompanhou as mudangas que o pais veio sofrendo com o passar das décadas. Atualmente, ela se
concentra principalmente na regido Amazonica, mas uma quantidade significativa de casos se
mantém na regido extra-Amazonica, em especial nas areas cobertas pela Mata Atlantica, em que
temos uma maior quantidade de casos. Questionamentos sobre a manuten¢do da doenga na regido
extra-Amazonica sdo antigos, inclusive a possibilidade de a doenca ser mantida por reservatorios
animais, tendo em vista que primatas ndo humanos (PNH) foram encontrados portando parasitos
tipicos de seres humanos e vice-e-versa. Esses questionamentos com relacdo a doenga ganharam
for¢a quando ficou evidente a importancia do Plasmodium knowlesi na manutengao de uma forma
zoonoOtica de maléaria na Malasia, se tornando um importante problema de satde publica. Esse
trabalho teve como objetivo identificar as espécies de parasitos causadores da malaria simia na
regido de Mata Atlantica do estado do Espirito Santo. A investigacdo foi realizada a partir da coleta
nao invasiva de amostras fecais de primatas nao humanos nos municipios de Santa Teresa, Santa
Maria de Jetib4, Santa Leopoldina, Domingos Martins, Marechal Floriano e Laranja da Terra, no
estado do Espirito Santo. Por meio da extracdo de DNA e metodologias moleculares realizadas em
29 pools, foi possivel identificar as espécies de Plasmodium infectantes e confirmar que as
amostras eram de PNH. Para a identificagdao das espécies de Plasmodium, foi realizada extragdo
com a utiliza¢do do kit QIAamp® DNA Mini Stool Kit (Qiagen®). A amplificagdo foi realizada
por meio de PCR em tempo real (qQPCR) para a identificagdo de espécie de Plasmodium, sendo a
PCR convencional utilizada para confirmacgao das espécies simias. Os procedimentos laboratoriais
de analise foram realizados no Instituto de Medicina Tropical, da Universidade de Sao Paulo (IMT-
USP), onde, com o auxilio da equipe do laboratério de protozoologia, foi realizada a analise dos
grupos amostrais fecais de PNH. Neste processo, observou-se a positividade de trés pools
(10,34%). Dentre os pools, dois foram positivos para Plasmodium falciparum e um para

Plasmodium malariae/ Plasmodium brasilianum. Dois desses pools foram resultantes de coletas



em Santa Teresa e um em Laranja da Terra. Com relagdo as espécies de primatas portadoras de
Plasmodium, foram identificadas Sapajus nigritus e Alouatta guariba, previamente identificadas
na literatura como portadoras de infec¢ao por Plasmodium. Esses animais parecem ser importantes
na manuten¢ao do ciclo do parasito, atuando na manutencao da infec¢do na regido proxima a Mata
Atlantica. Considerando-se a relacao entre infeccdo humana e simia observada no Brasil, essas
informacdes sdo importantes para que se entenda melhor se a doenga estaria se mantendo de forma

zoonoOtica, motivando acgdes especificas de saude publica.

Palavras-chaves: Malaria; Plasmodium; zoonoses; saude publica; primatas



ABSTRACT

Malaria is one of the most important infectious diseases in the world. In Brazil, the disease has
followed the changes that the country has undergone over the decades. Currently, cases concentrate
in the Amazon region, with a small number of them remain in the extra-Amazon region, especially
in the areas covered by the Atlantic Forest, where there is a higher number of cases. Questions
about the persistence of the disease in the extra-Amazonian region are old, including the possibility
of the disease being maintained by animal reservoirs, considering that non-human primates (PNH)
can carry parasites typical of human beings and vice versa. These questions regarding the disease
gained strength when the importance of Plasmodium knowlesi became evident in maintaining a
zoonotic form of malaria in Malaysia, becoming a relevant public health problem. This work aimed
to identify the species of parasites that cause simian malaria in the Atlantic Forest region of Espirito
Santo State. The investigation consisted of a non-invasive collection of feces from non-human
primates in Santa Teresa, Santa Maria de Jetiba, Santa Leopoldina, Domingos Martins, Marechal
Floriano, and Laranja da Terra municipalities, in the state of Espirito Santo. It was possible to
identify the species of infecting Plasmodium and confirm that they were from non-human primates
through DNA extraction and molecular methodologies performed in 29 pools. The extraction for
the identification of Plasmodium species was performed using the QIAamp® DNA Mini Stool Kit
(Qiagen®). Amplification was performed using real-time PCR (qPCR) to identify Plasmodium
species, and conventional PCR was used for simian species identification. The laboratory work
took place at the Institute of Tropical Medicine of the University of Sao Paulo (IMT-USP). The
team from the protozoology laboratory of the Institute contributed to the analysis of the fecal
sample groups of non-human primates, three pools being found positives (10.34%). Among the
positive settings, two had Plasmodium falciparum and one Plasmodium malariae. Two of the
samples were collected in Santa Teresa and one in Laranja da Terra. The primate species carrying
Plasmodium were identified as Sapajus nigritus and Alouatta guariba, previously described in the
literature as carriers of infection by Plasmodium. These animals seem to be important in
maintaining the parasite cycle, thus keeping the infection in the region close to the Atlantic Forest.
Considering the relationship between human and simian infection observed in Brazil, this
information can better define if the disease is behaving as a zoonosis, what would determine

targeted public health actions.
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1. INTRODUCAO

1.1. Malaria humana: distribuicdo no mundo e no Brasil

A malaria ¢ uma doenca parasitaria transmitida por vetor, causada por um protozoario
pertencente ao género Plasmodium, com cinco espécies implicadas no adoecimento de seres
humanos: Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale
e Plasmodium knowlesi (BRASIL, 2017a). Um estudo realizado em 2015 com Plasmodium ovale
conseguiu identificar um dimorfismo em uma proteina presente no estdgio sexual. Gragas a essa
informagdo, foi possivel distinguir esse parasito nas subespécies Plasmodium ovale curtisi €
Plasmodium ovale wallikeri. O estudo observou ainda a elevada diferenca entre as proteinas
sexuais, o que sugere que, mesmo estando presente em um mesmo local geografico, a
recombinacdo natural talvez ndo seja possivel, sendo assim um indicativo para a distin¢do desses
parasitos em duas espécies (OGUIKE & SUTHERLAND, 2015).

Dados da Organizacdo Mundial da Satide (World Health Organization - WHO) indicam
que, no ano de 2019, ocorreram 229 milhdes de casos de malaria, sendo que a maioria desses, o
equivalente a 215 milhdes de casos (94%) ocorreu no continente africano. Os dados revelam que a
maléria causou 409.000 mortes, que, apesar da grande quantidade, representaram uma redugao
importante nos ultimos dezenove anos, o que pode ser atribuido a melhoria na detec¢do e no
tratamento da doenca. Essa redu¢do foi contrariada na regido das Américas, na regido Ocidental do
Pacifico e na regido do Mediterrdneo Oriental, onde houve aumento no numero de mortes
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020).

O segundo parasito mais frequente como causador da malaria humana ¢ o P. vivax,
responsavel por apenas 3% das infeccdes. No entanto, esse ¢ o principal agente infeccioso no
continente americano, sendo responsavel por 72,3% do total de casos notificados em 2019, com
Brasil, Colombia e Venezuela como responsaveis por 86% dos casos (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2020).

O Brasil ¢ dividido em duas areas de ocorréncia da malaria, com caracteristicas
epidemioldgicas proprias, as quais estdo relacionadas a cadeia de transmissdo e a manuten¢do da

infec¢do. Dessa forma, o pais ¢ dividido em uma regido considerada endémica, representada pela
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regido Amazonica, que compreende os estados do Acre, Amazonas, Amapa, Maranhdo, Mato
Grosso, Pard, Rondonia, Roraima e Tocantins, € uma regido nao endémica extra-Amazonica, que
compreende os demais 18 estados brasileiros (BRASIL, 2019). Ha trés espécies de plasmodios que
causam a maldria humana no Brasil: P, vivax, P. falciparum e P. malariae. Entre elas, o P. vivax ¢
responsavel pela maioria das infecgdes nas duas regides de transmissdo. Entre os anos de 2000 e
2011, a maioria (99,7%) das notificacdes de caso estava localizada na regido Amazonica. Ao longo
desse periodo, todos os estados da regido apresentaram uma redu¢do no numero de casos,
principalmente na 4rea urbana de seus municipios, contando com um decréscimo de 71,8% no
numero de 6bitos, o que resultou em redugdo do coeficiente de letalidade para a regido. Esse bom
resultado ¢ fruto de rapidez no diagnostico e no tratamento, que, nessa regido, ocorreu em menos
de 48 horas apods o inicio dos sintomas. Entretanto, nesse periodo, a regido extra-Amazonica
registrou um aumento de 35,7% no niimero de 6bitos, resultando em um coeficiente de letalidade

108 vezes maior que o observado na regido endémica (BRASIL, 2013).

1.2. Historia da malaria humana no Brasil

Entre os anos de 1892 e 1906, o desenvolvimento de atividades extrativistas e a expansdo
na rede de transporte de borracha motivaram a migragao de centenas de pessoas para a regido Norte,
0 que aumentou a populagdo em contato com o vetor da maldria, acarretando o estabelecimento de
um ciclo de infec¢do em novos locais e, consequentemente, gerando uma estimativa de 26,6 mortes
a cada 10.000 pessoas. A dimensdo do problema levou ao desenvolvimento de um programa de
combate ao mosquito (PACKARD e GADELHA, 1997).

O ano de 1930 ¢ marcado pela institucionalizagdo da estrutura sanitaria e por campanhas
dedicadas ao combate da malaria, incluindo a criagao do Ministério da Educagdo e Saude Publica,
uma solicitacdo antiga do movimento médico-higienista. O ministério criado teve como primeira
iniciativa o “Servico de Maldria do Nordeste”, com principal foco de agdo no combate ao mosquito
Anopheles gambiae (BRASIL, 1939; HOCHMAN, MELLO, SANTOS, 2002; BRASIL, 2006).

Uma década depois, o Servigo Nacional de Malaria (SNM) e a Campanha Nacional de
Erradicacdo da Malaria (CEM), com importantes avangos tecnoldgicos e organizacionais no
combate a doenga por meio de larvicidas, DDT, medicamentos ¢ um modelo de campanha
estruturada em cada localidade, conseguiram dar continuidade ao combate (BRASIL, 1965;

HOCHMAN, MELLO, SANTOS, 2002; TAUIL et al., 1985; BRASIL, 2006).
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A partir de 1958, o Ministério da Saude modificou sua estratégia para atuar em
conformidade com o programa de controle da maléria estabelecido pela Organizagdo Mundial da
Satde (OMS), com a inclusdo de erradicagdo por métodos sistematizados, para que o combate
chegasse a areas potencialmente endémicas, agdo de grande importancia para a redugdo no nimero
total de casos para 52 mil na década de 60 (BRASIL, 2006; BRASIL, 2003; HOCHMAN, MELLO,
SANTOS, 2002; BARATA, 1995). Essa estratégia, apesar de ter sido muito eficiente controlando
vetores na regido Amazodnica, nao teve o mesmo sucesso na Mata Atlantica (PINOTTI, 1951).

A iniciativa criada em 1958 obteve bons resultados na regido Sul e Sudeste, fora do
ambiente de Mata Atlantica. No entanto, estratégias mais adequadas a necessidade de tais regides
e mesmo da regido endémica levaram a modificagdes em 1970, com a criacdo do Programa
Nacional de Controle da Maléaria (PNCM). Para as regides Sul e Sudeste, a preocupagdo era o
combate aos vetores do subgénero Kerteszia, que procriam nas bromélias da floresta. Além dos
desflorestamentos, o combate a mosquitos do subgénero Kerteszia envolveu também a remocgao de
bromeliaceas. Os estados incluidos nesta reorientacdo do programa foram o Espirito Santo, Minas
Gerais, Rio de Janeiro, Sao Paulo, Bahia, Goias, Santa Catarina ¢ Mato Grosso do Sul (BRASIL,
2003; BRASIL, 2006; BRASIL, 2016; TAUIL et al., 1985; SAO THIAGO, 2003).

Entre os anos de 1970 e 2000, o processo gradual de desenvolvimento industrial do Brasil
aumentou a taxa de desmatamento € migragdo para espacos que antes eram cobertos por floresta,
aumentando o contato com o vetor. Consequentemente, houve elevacao na quantidade de casos de
52.000 em 1970, para 578.000, em 1989 (TAUIL et al., 1985; TAUIL, DANIEL-RIBEIRO, 1998).
As medidas de controle em pratica, posteriormente, foram suficientes para amenizar tal explosao
no nimero de casos, reduzindo-o parcialmente, em 2002, para 349.896 infectados e, em 2009, para
315.080 infectados. O aperfeicoamento das medidas resultou, finalmente, em 144.100 infectados
em 2014, menor numero de casos dos ultimos 35 anos (BRASIL, 2016; BRASIL a, 2020).

Dando continuidade ao controle da malaria, o Ministério da Saude relangou, em novembro
de 2015, um plano de eliminagdo em concordancia com a OMS, com meta de redu¢ao maior que
90% no nuimero de casos até 2030. Entre os significativos resultados do processo gradual de
controle da maldria, destaca-se a mudanca de cenario de uma doenga comum em todo o Brasil para
uma endemia quase exclusivamente restrita a regido Amazlnica, onde se localizam

aproximadamente 95% dos casos (BRASIL, 2016).
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Apesar da regido considerada endémica se restringir a Amazonia legal, a regido extra-
Amazonica, incluindo os estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro, Espirito Santo e Minhas Gerais,
também registra a ocorréncia de casos de maldria. O maior numero de infec¢des humanas por
Plasmodium no Brasil, em 2020 foi causado por P. vivax (98,9%), seguido por P. falciparum e
infec¢des mistas (1,1%) (BRASIL 2019; BRASIL 2020a).

Durante os anos de 2010 a 2019, a regido Amazonica continuou registrando queda no
numero de casos para a maioria dos seus estados. Porém, o nimero de casos da regido extra-
Amazonica variou durante o periodo, apresentando inicialmente um aumento em 2012, seguido
por uma redugdo. A maioria (80%) dos casos de malaria da regido ndo endémica se concentrou nos
estados do Espirito Santo, Sdo Paulo e Piaui, sendo que o Espirito Santo registrou o maior nimero
entre 2012 e 2013, correspondendo a aproximadamente 40% do total de infectados (BRASIL,
2015; BRASIL, 2019). A regido extra-Amazonica em sua totalidade continuou apresentando uma
frequéncia elevada ao longo do restante da década, com 1.422 casos de maldria (incluindo casos
autdctones, surtos e casos importados) notificados em 2016 (BRASIL, 2019).

O Espirito Santo foi responséavel por um total de 147 casos de malaria registrado entre 2018
e 2020 (BRASIL, 2020a). Os principais municipios atingidos sdo Santa Teresa, Santa Maria de
Jetiba e Domingos Martins. Dados de Cerutti et al. (2007) indicam que os principais agentes
etiologicos sdo o P. vivax e o P. malariae. Ainda ndo ¢ totalmente esclarecida a cadeia de
transmissdao da maléria na regido de Mata Atlantica, sendo levantadas hipdteses de portadores
assintomaticos e a possibilidade de primatas infectados atuarem como reservatorios. No entanto,

os dados sdo inconclusivos, necessitando-se de mais informagdes que sustentem essas hipoteses.

1.3. Vetor de malaria na Mata Atlantica

Os vetores da malaria sdo mosquitos do género Anopheles, que podem ser encontrados tanto
na regido endémica, como na regido extra-Amazonica. Em regides de Mata Atlantica, sdo vetores
0 Anopheles (Kerteszia) cruzii € o Anopheles (Kerteszia) bellator. Esses realizam parte do seu
desenvolvimento nos verticilos de plantas da familia das Bromeliaceas, pois, como essas acumulam
agua das chuvas, cria-se a possibilidade do desenvolvimento de sua fase larval mesmo em periodo
de estiagem (REZENDE et al., 2009; BENCHIMOL, SA, 2005).

Dentre os vetores da malaria na Mata Atlantica, o Anopheles (Kerteszia) cruzii se destaca

por apresentar elevada densidade na regido Sudeste e ser um vetor encontrado na transmissao de
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malaria simia ¢ humana (DEANE et al., 1970; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, DEANE, 1995).
Entre os simios, a espécie que apresenta maior prevaléncia da infeccdo ¢ a dos bugios (4louatta
guariba), espécie que ¢ encontrada distribuida por diferentes partes da Mata Atlantica. Deane
(1992) conseguiu comprovar que esses vetores participam da transmissdo da malaria simia, uma
vez que sdo observados com infec¢ao natural por Plasmodium simium. O contato desses mosquitos
com seus hospedeiros simios na regido de mata se dé pelo fato desses vetores preferirem realizar o
repasto sanguineo na copa das arvores, o que ocorre a mais de 10 metros de altura, onde esses
primatas sao encontrados. Essa preferéncia por realizar o repasto sanguineo na copa das arvores ¢
chamada acrodendrofilia e ¢ uma caracteristica presente em cerca de 99% dos vetores Anopheles
(Kerteszia) cruzi (LOURENCO-DE-OLIVEIRA, DEANE, 1995).

Em regides de floresta densa, a preferéncia do mosquito ¢ por realizagdo do repasto
sanguineo na copa das arvores, enquanto, em regides de vegetacdo fragmentada, também ha
significativo repasto em nivel de solo. Isso se deve principalmente a fatores relacionados a
obtencdo de fonte de alimento por parte desses vetores (MEDEIROS-SOUSA et al., 2019). A
consequéncia ¢ uma maior ocorréncia de casos de maléria nas regides de desflorestamento ou de
fragmentacdo da vegetagdo, em que a proximidade entre as pessoas e a mata ¢ maior, como ocorre
no ambiente agricola. A frequéncia de infec¢do nesses ambientes intermediarios de vegetacao
escassa supera a ocorréncia dentro do ambiente de floresta ou no ambiente urbano, o que destaca a

importancia dessas regioes de transicao para a frequéncia da infecgao (DUARTE et al., 2013).

1.4. Caracteristicas da malaria residual de sistemas de Mata Atlantica

A manuten¢do da maldria, assim como de outras doengas que possuem vetores, depende da
presenca destes ultimos no mesmo ambiente que individuos infectados, para que se mantenha o
ciclo da doenca. No bioma de Mata Atlantica, que compreende diversos estados da regido Sudeste,
esses vetores se desenvolvem em bromélias. Por isso, a doenga na regido recebeu a denominagao
de “malaria-bromélia” (BENCHIMOL, SA, 2005). Dentro desse ambiente de mata e nas regides
proximas, diversos habitantes de pequenos municipios desenvolvem atividades ligadas ao
extrativismo ou a agricultura, o que pode ter consideravel importancia na manutengdo do ciclo de
infeccdo (CERUTTI, 2007).

A infecgdo por plasmodios na regido Sudeste possui algumas caracteristicas particulares,

como casos com baixa parasitemia e pacientes oligossintomaticos ou assintomaticos. Isto ficou
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evidente em estudo realizado por Curado et al. (1997) no municipio de Sdo Paulo, em que, dos 274
individuos positivos para a presenga de anticorpos contra a proteina circunsporozoita (CSP), apenas
dois foram positivos por microscopia, com pouca sintomatologia. O mesmo foi observado no
estado do Espirito Santo, onde a maioria dos individuos acometidos (83,1%) apresentou baixa
parasitemia em inquéritos epidemiologicos (CERUTTI, 2007; CERUTTI et al., 2007).

Em estudo realizado por Cerutti (2007) entre os anos de 2001 e 2004, foram registrados 64
casos em oito municipios do Espirito Santo. A maior frequéncia coube aos municipios de Santa
Teresa, Domingos Martins e Santa Maria de Jetib4. A maioria (64,6%) dos individuos acometidos
tinha moradia em area rural, com 59,6% deles relatando atividade voltada para a agricultura
(CERUTTIL 2007; CERUTTI et al., 2007).

Entre os anos de 2014 e 2016, Espirito Santo e Sdo Paulo reuniam a maioria dos casos
notificados de malaria na regido extra-Amazonica, segundo o Sistema de Informagdo de Agravos

de Notificagao — SINAN (BRASIL, 2019).

1.5. Malaria em hospedeiros primatas

O ciclo da maléria em hospedeiros primatas (humanos e ndo humanos - PNH) se inicia
quando os mosquitos fémeas do género Anopheles, infectados com esporozoitos em suas glandulas
salivares, ao realizar o repasto sanguineo, transmitem o plasmddio na forma de esporozoito
(MATSUOKA et al., 2002; COPPI et al., 2007, YAMAUCHI et al., 2007, ZIMMERMAN ¢
HOWES, 2015; COATNEY et al., 2003).

Os esporozoitos vao migrar da circulacdo em dire¢dao aos hepatdcitos, onde vao dar inicio
ao periodo pré-eritrocitico. No figado, em um periodo que varia de dois a 10 dias, os plasmddios
se diferenciam em trofozoitos que, por reprodu¢do assexuada, vao formar células multinucleadas
conhecidas como esquizontes. Os esquizontes sdo responsaveis por dar origem a milhares de
merozoitos em cada hepatocito. Tais merozoitos, por sua vez, sdo liberados na circulacao, onde
invadem eritrocitos, dando inicio ao ciclo sanguineo. Este ¢ um periodo de grande importancia para
o diagnostico clinico e laboratorial porque a destruicdo eritrocitaria esta diretamente relacionada a
periodicidade da febre, relatada clinicamente. Além do mais, este ¢ o periodo em que o plasmddio
pode ser observado no sangue, por meio de microscopia (STURM et al., 2006; MOTA et al., 2001,
ZIMMERMAN e HOWES, 2015).
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Os merozoitos sofrem mudanga morfoldgica e funcional, parte deles transformando-se em
gametocitos (masculino ou feminino), que ndo apresentam mais potencial de divisdo. Os
gametocitos sao a forma infectante do mosquito, ou seja, o mosquito ¢ infectado pelo protozoario
na forma de gametocitos (Figura 1). No mosquito, ocorrerd a fase de reprodugdo sexuada, que

resultara em esporozoitos aptos & manutenc¢ao do ciclo parasitario. (REGEV-RUDZKI et al., 2013).
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Figura 1. A imagem separa o desenvolvimento do Plasmodium em dois tipos de ciclo em hospedeiros primatas. Autor:
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Assexuada

Formato de

Jomar F. Junior; Software: Biorender; Fonte: Zimmerman ¢ Howes (2015).

Um fator de relevancia para a ocorréncia da infecgdo é o estagio de desenvolvimento dos

eritrocitos. Enquanto o P. vivax invade apenas reticuldcitos (eritrocitos jovens), o P. falciparum
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invade eritrocitos em diferentes estagios de maturacdo. O P. malariae, por sua vez, tem uma maior
afinidade por eritrocitos maduros. Outro fator importante para se considerar ¢ a laténcia de formas
hepaticas, denominadas hipnozoitos. Os hipnozoitos estdo relacionados a recaidas tardias, com
reativacdo do ciclo, continuidade na reproducao do parasito e reaparecimento da sintomatologia
(COATNEY et al.,, 2003). Ha também variagdo no tempo de duracdo de cada fase de

desenvolvimento do ciclo de vida do Plasmodium de acordo com as espécies.

1.6. Infeccio de primatas por plasmédios

Assim como ocorre com 0s seres humanos, diversas espécies de PNH também estdo sujeitas
a desenvolver malaria. Tais primatas sdo encontrados naturalmente infectados no Brasil por P.
vivax/P. simium e P. malariae/P. brasilianum. Plasmodium brasilianum é responsavel por 73,9%
das infec¢des simias, enquanto P. simium é responsavel por 17,7%. A distribuicdo desigual entre
as taxas de infeccdo no territdrio nacional se deve a restricdo geografica do P. simium as regifes
Sul e Sudeste. Mesmo em estados dessa regido, existe grande variacao entre as taxas de infecgéo,
com 9,5% para o Espirito Santo, 53,9% para Sao Paulo, 15,4% para Santa Catarina e 13,3 % para
Rio Grande do Sul (DEANE, 1992).

O género Alouatta é o mais frequentemente observado naturalmente infectado, enquanto as
demais espécies apresentam-se infectadas em menor frequéncia (DUARTE et al., 2008; DEANE,
1992). Um estudo constatou que parasitos de PNH (Alouatta seniculus), quando comparados
aqueles de populacdes humanas que vivem proximas ao ambiente de mata, possuiam regides
imunodominantes idénticas, sugerindo que ndo ha distin¢do entre o P. malariae observado em seres
humanos e o P. brasilianum identificado em PNH. Considerando-se essa capacidade de albergar
parasitos, simios que habitam uma mesma regido que humanos podem estar atuando como
reservatorio da infeccdo (LALREMRUATA et al., 2015). A presenca da infec¢do nesses primatas
pode indicar as autoridades de vigilancia em saude quais sdo 0s parasitos mais prevalentes em uma
regido, permitindo que ac¢des de mobilizagédo e prevencédo sejam tomadas, impedindo a manutencao

do ciclo da doenca.

Em estudo realizado por Lourengo-de-Oliveira e Deane (1995), foi possivel observar que,
em duas regides da zona endémica, a infeccdo predominava entre as espécies bugio vermelho

(Alouatta seniculus straminea), macaco-aranha-preto (Ateles paniscus paniscus) e Chiropotes
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satanas chiropotes, o que correspondeu a 15,8% dos animais infectados. A baixa prevaléncia da
infeccdo também foi observada em outra &rea de estudo, presente em 9,9% do total de primatas

capturados, com um predominio em Ateles paniscus chamek e Saimiri ustus (DEANE, 1992).

Além do género Alouatta, os géneros Cebus, o género Brachyteles e a espécie Callithrix
jacchus também sdo sujeitos a infec¢do por Plasmodium spp., 0 que sugere que outros primatas,
mesmo que em menor quantidade, podem contribuir para a manutencdo da infeccdo (DEANE,
1992). Uma evidéncia neste sentido é encontrada em estudo realizado no estado do Maranh&o, em
que 25,7% das amostras obtidas foram positivas para infeccdo por plasmodio. As amostras desse
estudo apresentaram uma baixa contagem parasitaria, tendo como Unico parasito identificado o P.
malariae/P. brasilianum (FIGUEIREDO, 2012). Outras espécies também foram implicadas na
manutencdo da malaria simia. Um estudo realizado em Rond6nia demonstrou ser a espécie Sapajus
apella a mais frequentemente encontrada com resultado positivo para infec¢do por Plasmodium,
mas € importante destacar que outras 21 espécies também tiveram resultados positivos. Uma
analise microscopica inicial identificou as infec¢cbes como causadas por P. vivax. No entanto, a
utilizacdo de metodologias moleculares permitiu a determinacao etiolégica como P. brasilianum e
P. falciparum. Essa distincdo é de grande importancia, revelando a dificil diferenciacdo por meio
da microscopia, ainda mais em casos de baixa parasitemia, situacdo comum na maioria das
infeccBes simias (ARAUJO, 2013).

1.7. Malaria simia como possivel zoonose

A suspeita de que primatas ndo humanos estejam envolvidos como reservatérios de malaria
humana é algo antigo, mas apenas recentemente ficou evidente que o P. knowlesi, um parasito que
era considerado causador de malaria apenas em primatas do Velho Mundo, também é responsavel
por casos de malaria humana. Os primeiros seres humanos acometidos nesse contexto foram
identificados na Malasia, tendo a infeccdo sido atribuida equivocadamente ao P. malariae devido
a similaridade morfoldgica entre as duas espécies (SINGH et al., 2004).

A distingdo entre espécies de Plasmodium presentes em simios e humanos na determinacéo
das infec¢bes por P. knowlesi na Malésia foi possivel gracas a metodologias moleculares
especificas, que permitiram a disting&o entre as espécies P. knowlesi e P. malariae, mesmo havendo

caracteristicas semelhantes entre elas. Esse cenario em que seres humanos adquirem uma infecgédo
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simia ocorre devido & manutencdo do ciclo de transmissdo em que vetores do género Anopheles,
transmissores do P. knowlesi, compartilham o mesmo espago com humanos e espécies de simios
locais (SINGH et al., 2004). Essa transmissao zoonotica se configura em um importante problema
de saude publica para a Malasia, que registrou aumento no numero de casos de 1.600 para 4.000
entre 2016 e 2018 (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019).

O estudo realizado na Malésia por Ta et al. (2014) de uma paciente sem histérico anterior
de infeccdo por plasmodios, inicialmente por meio de exame microscépico, atribuiu-lhe como
agente o P. malariae/P. knowlesi. No entanto, um segundo exame microscopico baseado nas
caracteristicas do trofozoito levou os investigadores a acreditar que se tratava de uma infecgéo por
Plasmodium vivax. Para esclarecer melhor a causa da infec¢do, metodologias moleculares foram
empregadas para distinguir os diversos parasitos humanos. Com isso, foi possivel determinar que
a infeccdo era causada pelo Plasmodium cynomolgi, um parasito simio que, devido a sua
morfologia indistinguivel do P. vivax, faz necessario o uso de técnicas moleculares para que seja
obtida a distingdo entre as duas espécies (TA et al., 2014). O autor ainda concluiu que, devido ao
elevado grau de similaridade existente entre algumas espécies de parasitos simios e humanos no
sudeste da Asia e & impossibilidade de se distinguir essas espécies por microscopia, talvez esteja

ocorrendo uma subnotificacdo dos casos zoondticos.

Um estudo brasileiro realizado por Deane, Deane e Ferreira Neto (1966) jé levantava a
suspeita de que a malaria simia teria implicacdo nos casos humanos. Isto ficou evidente quando
esses autores identificaram um caso como suspeito de infeccdo por P. simium em um profissional
responsavel pela captura de vetores de malaria no Horto Florestal da Cantareira, no estado de Sao
Paulo. Tal suspeita foi baseada em observacdo morfoldgica, uma vez que ndo se dispunha de
metodologias moleculares que pudessem fazer uma determinacdo mais precisa quanto a espécie do

Plasmodium.

O P. malariae/P. brasilianum, responsavel por causar infeccdo simia e humana no Brasil,
também foi observado infectando naturalmente indios Yanomami, que habitam a regido de floresta
Amazonica venezuelana. Em estudo utilizando nested-PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase, do
inglés, Polymerase Chain Reaction - PCR), identificou-se 50 amostras com suspeita de infe¢do por
P. malariae. Dessas, 12 apresentaram 100% de homologia com P. brasilianum, sendo o primeiro

achado dessa espécie em humanos na America Latina e uma peca essencial para fundamentar a
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relagdo entre infeccdo de simios e de humanos. No entanto, essa capacidade de distinguir as duas
espécies € questionada pelo autor, ja que o Polimorfismo de Nucleotideo Unico (do inglés, Single
Nucleotide Polymorphism — SNP) espécie especifico, geralmente empregado para diferenciar essas
espécies, nao foi observado. Mesmo o SNP na posicdo 565, que € considerada uma regido
conservada comum & espécie P. brasilianum e é utilizada na distin¢do dessas espécies, apresentou
variacdo em algumas amostras, o que pode indicar que a variabilidade genética entre esses parasitos
é maior do que a prevista (LALREMRUATA et al., 2015).

No estado do Espirito Santo, um estudo de genética molecular identificou simios e humanos
infectados por P. vivax/P. simium (BUERY et al., 2017). Em concordancia, um estudo de
epidemiologia molecular identificou seres humanos infectados por P. simium na regido Sudeste do
Brasil (BRASIL et al., 2017). Para Brasil et al. (2017), ha existéncia de um quadro tipico de
zoonose, tendo sido apontados determinados SNPs como suficientes para diferenciar o P. simium
do P. vivax. Contudo, a literatura ainda traz uma maior diversidade genética, sugerindo que 0s
SNPs seriam insuficientes para estabelecer tal distin¢éo nas linhagens (BUERY et al., 2017). Além
disso, a baixa divergéncia genética encontrada e a diversidade haplétipica, aliadas a
heterogeneidade entre as amostras de diferentes hospedeiros, levaram Buery et al. (2017) a concluir

que P. vivax e P. simium sdo uma mesma espécie com poucas variagoes.

Apesar dos achados de Brasil et al. (2017) e de Buery et al. (2017) identificarem o mesmo
parasito em humanos e simios como um elemento necessario para estabelecimento de um ciclo
zoonotico, ele ndo € suficiente. Como Buery et al. (2017) sugeriram, para configurar zoonose, €é
necessario demostrar diferentes diversidades genéticas entre os parasitos de hospedeiros humanos
e simios e uma estimativa do tempo decorrido desde o antepassado comum mais recente do

plasmadio isolado de ambos os hospedeiros.

A quantidade de casos com parasitos compartilhados entre humanos e simios no Brasil
ainda é pequena, se for considerado o numero de casos em relacdo ao local de ocorréncia das
infeccBes (BRASIL et al., 2017; BRASIL, 2019). No entanto, isso ndo descarta a possibilidade de
zoonose, uma vez que um perfil semelhante foi observado para P. knowlesi, que atualmente & um
importante problema de salde publica na Malasia (SINGH et al., 2004; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2019).
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1.8. Diagnostico da malaria humana

As principais metodologias de diagndstico atualmente utilizadas para a determinacgéo dos
casos de malaria consistem em uma combinacdo entre as manifestacdes clinicas e o diagndstico
por distensdo sanguinea, aliado ao historico do paciente, que pode informar quanto a viagem para
regides endémicas (BRASIL, 2017a). Entre as limitaces das metodologias para o diagnostico, esta
o fato de febre ser comum em outras doencas, o que pode levar a uma demora no diagnostico
adequado, além do esfregaco sanguineo possuir capacidade limitada para o diagnostico de

pacientes que possuem uma baixa parasitemia (BRASIL, 2017a; ASSIS et al., 2016).

Atualmente, vem-se investindo muito em Testes Rapidos de Diagnostico. Segundo a
Organizagdo Mundial da Saude (World Health Organization — WHO), entre os anos de 2010 e
2018, foram vendidos 2,3 bilhdes de testes para diagnostico. 1sso se deve principalmente a menor
complexidade metodoldgica exigida, 0 que permite que mesmo as regides que possuem poucos
recursos identifiqguem casos de malaria com elevada sensibilidade. Apesar de apresentar diversos
beneficios, como foi observado por Gamboa et al. (2010), Testes Rapidos de Diagndstico que séo
direcionados para a proteina rica em histidina 2 (HRP2) ndo foram efetivos na deteccdo de P.
falciparum sem os genes pfhrp2/pfhrp3, uma limitacdo que pode resultar na subestimacéao dos casos

na regiao.

Técnicas moleculares tém grande papel em programas de vigilancia em malaria, permitindo
0 monitoramento mesmo em situa¢fes de baixa densidade parasitaria nas amostras bioldgicas
(ASSIS et al., 2016). A identificacdo de casos de baixa parasitemia tem grande importancia na
avaliacdo do ciclo da doenca, 0 que pode justificar os custos elevados e a necessidade de pessoal
especializado para a realizacdo de metodologias moleculares, pois tais técnicas podem permitir a
identificacdo de um maior nimero de casos que ndo seria identificado por metodologias
tradicionais, o que forneceria subsidios para uma eliminagdo bem-sucedida da malaria. Karl et al.
(2011) conseguiram observar essa série de fatores ao utilizar modelos matematicos, chegando a
concluséo de que a ndo eliminagéo de casos submicroscopicos tem grande papel na manutencéo da

doenca e impede que sua erradicacao ocorra de forma efetiva.

Métodos moleculares, como a PCR, permitem identificar densidades parasitarias menores
que um parasito por microlitro, mantendo elevadas sensibilidade e especificidade. Assim, tiveram

grande importancia na determinacdo da infeccdo por Plasmodium knowlesi em primatas nédo
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humanos, tendo sido estimada uma sensibilidade de 96,7% (SIREGAR et al.,, 2015). A
confiabilidade dos resultados é particularmente importante para a determinacéo da prevaléncia de
diferentes espécies de plasmodio causadoras de malaria em ambiente de Mata Atlantica em virtude
das caracteristicas genéticas e morfologicas de parasitos humanos e simios, além da baixa
parasitemia observada, o que dificulta a identificagdo por meio da microscopia (ASSIS et al., 2016;
SNOUNOU et al., 1993).

1.9. Métodos nao invasivos de amostragem biologica

A coleta de sangue, uma metodologia invasiva utilizada em muitas pesquisas, necessita de
profissional especializado, que iré realizar a contengdo fisica do animal, seguida da administragdo
de anestésico em quantidade adequada ao seu peso, com monitoramento frequente dos sinais vitais
durante o periodo de inconsciéncia. Quando o animal esta anestesiado, € realizada assepsia local e
coletada amostra por puncao venosa, com a utilizagdo de seringa e agulha adequadas ao tamanho
do animal. Apds ser obtida a amostra de sangue, essa é transferida para um tubo contendo
anticoagulante e esse tubo deve ser refrigerado em temperatura adequada o quanto antes (COSTA,
2014). Isso implica em um processo mais demorado e custoso, com uma equipe maior € maior risco

de estresse para o0 animal.

A obtenc&o de diferentes amostras que ndo necessitam de intervencéo direta, como amostras
de pelo, saliva ou fezes, aliada a técnicas de biologia molecular, que possibilitam a determinacao
da infeccdo com elevada confiabilidade, permitem que, mesmo com um pequeno volume amostral
de cada espécime, se obtenha um maior nimero de amostras sem a elevacdo da complexidade
estrutural, algo muito relevante para a viabilizagcdo de uma maior quantidade de dados em pesquisas
epidemioldgicas (ASSIS et al., 2016).

A identificacdo do DNA parasitario por meio de amostras fecais se faz possivel porque,
durante a fase pre-eritrocitica, esporozoitos se desenvolvem em outras formas evolutivas dentro de
hepatocitos, formando os esquizontes, que, ao final do processo de esquizogonia, liberam, na
corrente sanguinea, merozoitos (MCGREGOR, KROTOSKI, 1985). O desenvolvimento de parte
do ciclo no figado permite que sejam identificados parasitos liberados no trato gastrointestinal via
ducto biliar, culminando com o seu encontro nas fezes. Como amostras fecais possuem uma grande

quantidade de bactérias que podem atuar interferindo em metodologias de diagnostico molecular,
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por degradarem o DNA, é necessaria a utilizacdo de inibidores de atividade microbiana (KAWAI
etal., 2014; MAPUA et al., 2017).

Apesar de necessitar de inibidor de atividade bacteriana e da utilizacdo de estabilizadores
de DNA, a deteccdo em amostras fecais possui resultados tdo bons quanto os obtidos por amostras
de sangue, sendo possivel identificar individuos com baixa parasitemia, mesmo em casos em que
a densidade parasitaria ¢ menor que um parasito/pl, quando a infec¢do nao ¢ traduzida por sinais e
sintomas, mas é importante em estudos epidemioldgicos, pois permite dimensionar a abrangéncia
da transmissdo (ASSIS et al., 2016; JIRKU et al., 2012).
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2. JUSTIFICATIVA

Apesar da maléaria ser uma doenga de notificagdo compulséria que recebeu diversas
iniciativas de combate ao longo do tempo, a infeccdo persiste em diversas regides do Brasil. A
regido extra-Amazonica merece particular atencdo, pois o diagndstico tardio resulta em uma
demora na terapéutica, o que pode permitir que pessoas atuem como reservatorio da infec¢do, um

fator de grande importancia para a manuteng¢ao do ciclo da doenga (BRASIL, 2013).

Os casos de malaria encontrados na regido extra-Amazdnica sdo, em sua maioria,
relacionados com atividades realizadas no ambiente de Mata Atlantica ou em propriedades rurais
préximas, predominando, por isso, em pequenos municipios com atividade voltada a agricultura e
extrativismo. As infec¢des sao muitas vezes assintomaticas, com baixa parasitemia observada ao

microscopio (CERUTTI, 2007; BRASIL et al., 2017).

Estudos atribuem a manutengdo da infeccdo na regido de Mata Atlantica a uma possivel
caracteristica de transmissao zoonética. Evidéncias em favor de tal forma de transmissao incluem
a presenga de um vetor em comum, transmissor da infec¢do para humanos e para primatas nao
humanos, e a similaridade morfologica, imunologica e genética entre as espécies P. brasilianum e
P. simium, presentes em simios, e seus correspondentes em humanos, o P. malariae e o P, vivax,
respectivamente (DEANE, DEANE, FERREIRA NETO, 1966; CERUTTI, 2007; BUERY et al.,
2017). As infecgdes por P. vivax e P. malariae sdo justamente as mais frequentes na regido extra-

Amazodnica.

Tendo como base o atual cenario epidemioldgico da malaria residual de Sistemas de Mata
Atlantica no estado do Espirito Santo, torna-se relevante determinar quais sao as possiveis espécies
de Plasmodium spp. encontradas em primatas ndo humanos na regido. Tal constatacdo se torna de
grande importancia para elucidar como ocorre a manutengdo da infecgdo humana na regido extra-

Amazdnica.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Determinar a presenca de malaria simia na regido de Mata Atlantica do estado do Espirito

Santo.

3.2. Objetivos especificos

1. Identificar as principais espécies de primatas do Novo Mundo infectadas por

protozodrios do género Plasmodium spp. na regido de Mata Atlantica do estado do Espirito Santo;

2. Verificar se estdo presentes P. vivax/ P. simium, P. malariae/ P. brasilianum e P.
falciparum em amostras de fezes de simios, na regido rural endémica de Mata Atlantica do Espirito

Santo;

3. Verificar a distribui¢do das espécies de protozoarios causadores de malaria simia

em diferentes regides da area endémica de malaria humana no estado do Espirito Santo.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Area de estudo

O estudo foi realizado ao longo de 11 meses, com a realizag¢ao de 36 coletas nos municipios
de Santa Teresa, Santa Maria de Jetiba, Santa Leopoldina, Domingos Martins, Marechal Floriano
e Laranja da Terra, localizadas na zona serrana do estado do Espirito Santo (Figura 2). As coletas

foram realizadas em regido de Mata Atlantica, em propriedades rurais e em regido periurbana.
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Figura 2: Distribuigdo das areas de ocorréncia de coletas no estado do Espirito Santo Software: QGIS verséo 3.14.16-
Pi com shapefiles retirados do IBGE; Autor: Lucas M. Ferreira

4.2. Estratégia de coleta

Os pontos de coleta foram estabelecidos com base em informacdes fornecidas por
pesquisadores que monitoram grupos de primatas ndo humanos no ambiente de Mata Atlantica do
estado do Espirito Santo. Além disso, foram utilizadas informag¢des de moradores, com relagdo ao

local de avistamento ou vocalizacdo realizada por primatas ndo humanos presentes na regido. A
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partir dessas informagdes, onde havia a presenca de simios, os animais foram acompanhados até o
estabelecimento do local em que depositavam as fezes. Dessa forma, foi possivel estabelecer areas

que os animais frequentam e retornar para coletas nesses pontos (Tabela 1).

Tabela 1. Municipios em que a coleta resultou na obtencdo de amostras de fezes simias e a frequéncia de retorno.

Frequéncia de retorno em U (Unidade).

Municipio Ponto de Coleta Frequéncia de retorno (U)
Santa Teresa S19.90389 W040.55201 1
S19.92617 W040.60148 2
S19.92635 W040.60147 1
S19.92638 W040.60151 7
S19.93619 W040.59952 1
S19.96490 W040.58171 1
Santa Maria de Jetiba S20.04182 W040.69223 1
S20.04342 W040.69385 1
S20.09140 W040.82531 2
S20.09190 W040.82530 1
Domingos Martins S20.38236 W40.64127 2
Marechal Floriano S20.39269 W40.65205 1
Laranja da Terra S19.86895 W040.95111 1
S19.86901 W040.95109 3
S19.86907 W040.95140 1
S19.90596 W041.04144 1
S19.90597 W041.04142 1
S19.90598 W041.04143 2
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4.3. Coleta de amostras

Durante as coletas, foram priorizadas as amostras de fezes frescas. As amostras disponiveis
foram coletadas em um volume proporcional a sua quantidade no local em que foram depositadas.
As amostras de fezes foram colhidas com o auxilio de uma haste de madeira e transferidas para um
tubo de coleta com capacidade de 50ml, seguindo-se a adi¢ao de solug¢ao conservante (alcool 70%),
até ser obtida proporg¢do 1:1. Em caso de grande volume, a amostra foi disposta em, no maximo,
dois tubos de coleta. Ressalta-se, neste momento, que todos os procedimentos foram realizados de
forma a manter a integridade da amostra e a segurang¢a do manipulador. Portanto, foram utilizados
todos os equipamentos de prote¢do individual necessarios. Ressalta-se também que a coleta de
amostras de fezes simias em ambiente de Mata Atlantica foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), sob o codigo 62/2019. A coleta em
ambiente silvestre foi autorizada pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente ¢ dos Recursos

Naturais Renovaveis — IBAMA e SISBIO, tendo como cédigo de autorizagao 15191-10.

As amostras foram catalogadas e seus dados registrados: espécie de simio a qual a amostra

pertencia, data de coleta, localizagdo da amostra e aspecto (cor e textura).

4.4. Aspecto de amostras

A andlise visual das amostras de fezes permitiu observar que elas possuem aspectos bem
distintos entre si. Amostras de Sapajus nigritus possuem cerca de 6 cm, sdo mais cilindricas e de
textura mais granulosa, enquanto amostras de Callithrix sp. sdo as menores (3 cm) e mais
consistentes. Por outro lado, as amostras de Alouatta guariba sao as maiores obtidas, com uma
média de tamanho em torno de 10 cm, consisténcia mais amolecida e maior teor de fibras. A
disposicdo das amostras no solo também variou entre as diferentes espécies, com amostras de

Callithrix sp. e Brachyteles hypoxanthus mais distantes entre si e do local em que os animais se
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alimentam, enquanto amostras de Sapajus nigritus e Alouatta guariba, estdo mais proximas entre

si (Figura 3).

‘ Sapajus nigritus ‘ Callithrix sp. ‘ Alouatta guariba ‘ Brachyteles hypoxanthus
Tamanho Tamanho Tamanho Tamanho

Apx. 6 cm Apx. 3 cm Apx. 10 cm Apx. 10 cm
Aspecto Aspecto Aspecto Aspecto
Cilindrico e de textura granulosa B o e RS Discoide, amolecido e rico em Discoide, amolecido e rico em
fibras fibras
Disposicao Disposicao Disposicdo Disposicdo
Amostras encontradas préximas Amostras encontradas distantes Amostras encontradas préximas Amostras encontradas distantes
(apx: 1m ou menos) (apx: 2m ou mais) (apx: 1m ou menos) (apx: 2m ou mais)

Figura 3. Caracteristicas das amostras obtidas quanto a tamanho, aspecto e disposi¢do. Para essa analise, foram

consideradas amostras frescas.

4.5. Armazenamento e identificacio de amostras fecais

As amostras, ja previamente identificadas e armazenadas em tubo de coleta, foram
acondicionadas em freezer a - 20 °C no setor de parasitologia da Universidade Federal do Espirito
Santo. Em seguida, foram encaminhadas em lotes para a equipe do Instituto de Medicina Tropical
de Sao Paulo, da Universidade de Sdo Paulo (USP), onde permaneceram acondicionadas a - 20 °C

até o momento da sua utilizacao.

4.6. Agrupamento de amostras em pools

Para fins de andlise molecular, as amostras foram agrupadas em pools de acordo com
semelhanca de local (cidade), espécie e data. Dessa forma, as amostras de fezes ficaram agrupadas
em pools compostos por no maximo trés amostras nas condi¢des especificadas, respeitando a
relagdo de proporcionalidade entre a quantidade recolhida e aquela depositada pelo animal, com o

intuito de manter concentracdes homogéneas com volume final de 2 ml de fezes (Figura 4).
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Brachyteles hypoxanthus @ Sapajus nigritus @ Alouatta guariba Callitrhix sp.
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Figura 4. Distribuicdo das 55 amostras em 29 pools, de acordo com local (cidade), espécie ¢ data. Autor: Jomar F.
Janior.

4.7. Procedimentos laboratoriais para identificacio de material genético

A partir dos pools, os pesquisadores realizaram, no laboratério de Protozoologia do Instituto
de Medicina Tropical de Sao Paulo — USP, a extracdo do material genético presente nas fezes e as
reacoes de amplificagdo para a identificacdo das espécies de Plasmodium e para a confirmacgao de

que o0s pools eram provenientes de individuos da ordem Primata.

4.7.1. Extracdo de DNA de plasmodios

A extragdo foi realizada utilizando-se o kit QIAmp® Stool Kit (Qiagen), com protocolo de
Siregar et al. (2015). Os pools foram homogeneizados em 2 ml de tampao ASL (Stool Lysis Buffer)
e processados em agitador overnight. No dia seguinte, 1,6 ml do lisado de fezes foi transferido para
um microtubo de 2 ml e a solugdo foi aquecida a 70 °C por 5 minutos. Apos esse periodo, as

amostras foram levadas ao vortex por 15 segundos e centrifugadas a 18.323 x g durante 1 minuto.
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Do sobrenadante resultante, 1,2 ml foi transferido para tubos de 2 ml. Em cada tubo, foi adicionada
meia capsula de InhibitEX® (Qiagen®). A seguir, as amostras foram encaminhadas para agitacdo
no vortex e para incubagao em temperatura ambiente por um minuto, sendo depois centrifugadas a

18.323 x g durante trés minutos.

Em novos microtubos de 1,5 ml, foram adicionados 15 pl de proteinase K, 200 pl da solugdo
de fezes e 200 pl do tampao AL (Lysis Buffer), sendo a mistura submetida a vortex por 15 segundos.
A solucao final foi incubada a 70 °C por 10 minutos. Terminada a incubagao, foram adicionados
as amostras 200 pl de etanol absoluto, seguidos por novo processo de agitagdo por
aproximadamente 15 segundos. O lisado foi entdo adicionado em coluna de spin QIAamp e
centrifugado a 18.323 x g por um minuto. A coluna QIAamp foi transferida para uma nova coluna

de 2 ml e o tubo contendo o filtrado foi descartado.

A coluna de spin QIAamp, foram adicionados 500 pl de buffer AW1 (Wash Buffer 1).
Seguiu-se centrifugacdo a 18.323 x g, sendo o tubo com o filtrado descartado apos o processo. A
proxima etapa se seguiu com a transferéncia da coluna de spin QlAamp para um novo tubo de 1,5
ml, que recebeu a adi¢do de 500 pl de buffer AW2 (Wash Buffer 2), seguida por centrifugacio a
18.323 x g por trés minutos, sendo, ao final, o tubo de coleta contendo o filtrado descartado. Por
fim, ocorreu a adigao de 200 ul de buffer AE (Elution Buffer). As amostras foram entdo incubadas

por um minuto em temperatura ambiente € colocadas em centrifugacao a 18.323 x g por um minuto.

4.7.2. PCR em tempo real para identificacio da espécie do plasmddio

O alvo do protocolo de PCR em tempo real foi o gene que codifica a subunidade 18S do
RNA ribossomal (18S rRNA), com a utilizagdo de primers e sondas especificas para a
determinagdo das espécies P. vivax/ P. simium e P. falciparum, conforme estabelecido em protocolo
por Bickersmith et al. (2015) (Tabela 2). Os mesmos parametros presentes no protocolo de
Bickersmith et al. (2015) foram seguidos para identificar P. malariae/ P. brasilianum, utilizando
primers ¢ sonda estabelecidos por Rougemont et al. (2004). Em todas as reacdes, foram
adicionados controles positivo e negativo para manter o seu controle de qualidade. A primeira
reacdo teve como volume final ~ 15 pl, compostos por 0,15 pl (10uM) da sonda relacionada as

espécies de Plasmodium, 0,45 pl (10uM) de cada um dos primers, 7,5ul de TagMan® Universal
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Master Mix II acrescidos de UNG (Applied Biosystems) (2X) e 2,0 ul do material genético (DNA)

para cada amostra, recebendo a adi¢do de 4,45 pl de 4gua de injecgdo.

A amplificagdo foi realizada em termociclador Step One Plus (Applied Biosystems), com
uma fase inicial de desnaturagdo a 50°C por dois minutos, seguida por 95°C por dez segundos e

por 50 ciclos a 95°C por quinze segundos, com um passo final a 60°C por um segundo.

Tabela 2. Primers, sondas e suas respetivas sequéncias para a amplificagdo de amostras de DNA presentes em fezes

de primatas ndo humanos.

Primers e sondas Sequéncias (5’ - 3’)

Falc-F GACTAGGTGTTGGATGAAAGTGTTAAA

Falciprobe VIC - TGAAGGAAGCAATCTAAAAGTCACCTCGAAAGA -
QSY
Vivax-F GACTAGGCTTTGGATGAAAGATTTTAA

Vivaxprobe NED — ATAAACTCCGAAGAGAAAA - MGBNFQ

Mal-F CCG ACT AGG TGT TGG ATG ATA GAG TAA A
Malaprobe FAM — CTATCT AAA AGA AAC ACT CAT -MGBNFQ

4.7.3. PCR convencional para confirmaciao da ordem Primata

A partir do material extraido, foi realizada PCR convencional para a confirmacao de serem
as amostras oriundas da ordem Primata, com a utilizagcdo de primers para amplificar um fragmento
de 233 pb, tendo como alvo a por¢cdo COI do DNA, elaborados pelo Dr. Paulo B. Chaves,
Departamento de Ciéncias Biologicas, Universidade Federal do Espirito Santo (UFES) (Tabela 3).
Todas as reacdes foram realizadas obedecendo os protocolos de seguranga, utilizando um controle

positivo (amostras sabidamente de PNH) e um controle negativo (dgua de inje¢do) nas reagoes.

As reagdes tiveram como volume final 25 pl, composto por 2,5 pl de tampao, 1,5 ul de

cloreto, 0,5 pl de dNTPs, 1 pl do primer PlatyCOIF1 (10 uM), 1 pl de cada um dos primers
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PlatyCOIR1, 0,5ul de Taq polimerase, 13 pl de 4gua de injecao e 5 pl do material genético (DNA).
A amplificagdo foi realizada em termociclador Veriti (Applied Biosystems), composta por cinco
passos, um passo inicial de desnaturacao proteica a 94°C por cinco minutos, seguido de 94°C por
quinze segundos, 56°C por trinta segundos ¢ 72°C por trinta segundos (passos 2 a 4, repetidos por

34 ciclos), além de um passo final de 72°C por cinco minutos.

Tabela 3. Primers e suas respetivas sequéncias para a amplificacdo de DNA da ordem Primata, presente nas amostras

de fezes.
Primer Sequéncias (5’ - 3’)
PlatyCOIF1 5° GGA AAT ATA TCA CAC CCA GGA G 3’
PlatyCOIR1 5 GTT AAT AGT ATG GTA ATT CCA GCA G 3'

4.7.4. Eletroforese para confirmac¢ao de ordem Primata

Para a realizacao da eletroforese, os produtos da amplificagdo (7 pl) receberam a adigcao de
corante Blue (1 pl) e entdo foram submetidos a migracdo eletroforética horizontal em gel de agarose
(1,5%), corados com 30 pl de brometo de etidio (Invitrogen®) em tampao de corrida TBE (Tris,
acido Borico e EDTA). A eletroforese foi realizada a tensdo de 100V por uma hora. A positividade
da eletroforese foi dada por meio da formagdo de banda em gel, em comprimento adequado, de
acordo com marcador de peso molecular de 50 pb. A visualizagdao dos resultados ocorreu em

transiluminador UV.

4.8. Analise dos dados

Todos os dados foram armazenados em planilha do programa Microsoft Excel® 2016. As
variaveis consideradas de interesse foram locais de obteng¢do da amostra, espécies de primatas nao
humanos e espécies de plasmddios encontrados. Com esses dados, foi possivel avaliar a

distribuicdo da infec¢do em PNH, comparando-a com a distribui¢do que ocorre em seres humanos.
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Foi também possivel determinar as espécies simias infectadas e a presenga de espécies de diferentes
plasmoédios, com sua devida quantificagdo, cuja identidade foi comparada com aquela dos parasitos

de malaria humana mais presentes na regiao.

As trés variaveis de interesse foram expressas pelas suas frequéncias absolutas e relativas.

39



5. RESULTADOS

5. 1. Distribuicao espacial das espécies de primatas

Obteve-se um total de 55 amostras de fezes, que foram agrupadas em 29 pools,
correspondentes a quatro espécies de PNH. Considerando-se as coletas realizadas, mais da metade
dos pools (55,4%) foi da espécie Sapajus nigritus (dezesseis). Em seguida, em quantidade menor,
também foram encontrados pools de Brachyteles hypoxanthus (dois), Alouatta guariba (nove) e
Callithrix sp. (dois) (Tabela 4).

Dentre as espécies analisadas, a espécie Brachyteles hypoxanthus foi a unica encontrada
apenas dentro da regido de Mata Atlantica. As demais espécies foram encontradas proximas a

propriedades rurais ou ao perimetro urbano.

Tabela 4. Distribuicao de pools de acordo com a espécie de PNH e o local em que foram obtidas as amostras. PNH:

Primata ndo humano; U: Unidade.

Porcentagem

Local/Espécie  Sapajus  Brachyteles Callithrix Alouatta TOTAL (%) de acordo

de PNH nigritus  hypoxanthus sp. guariba (9)) com a localidade
Santa Teresa 10 1 1 - 12 41,6
Santa Maria
do Jetiba 3 L ' ' 4 138
Santa
Leopoldina ) i ) i v 0
Domingos
Martins 2 i ) ) 2 6.8
Margchal ) i 1 ) 1 3.4
Floriano
Laranja da 1 i i 9 10 344
Terra
TOTAL (U) 16 2 2 9 29
Porcentagem
(%) de
acordo com a 55,4 6,8 6,8 31 100
espécie de
PNH
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Embora campanhas de coleta tenham sido realizadas em seis municipios, ndo foram
encontradas fezes, nem observada a presen¢a de PNH, no municipio de Santa Leopoldina.

Santa Teresa foi o0 municipio em que se obteve uma maior diversidade de espécies entre os
pools amostrados (Sapajus nigritus, Brachyteles hypoxanthus e Callithrix sp.). Santa Teresa e
Laranja da Terra foram os municipios em que se obteve o maior numero de pools (vinte e dois)
(Tabela 4). Em Marechal Floriano e Domingos Martins, foi coletado um total de trés pools,
compreendendo a regido com menor numero amostral. Laranja da Terra foi o inico municipio em
que se obteve amostras de Alouatta guariba, sendo essa a segunda espécie com maior quantidade
de pools obtidos. Quando levamos em conta a distribuicao das espécies, Sapajus nigritus foi a mais
amplamente distribuida entre os municipios estudados, com amostras encontradas em Santa Teresa,
Santa Maria de Jetiba, Domingos Martins e Laranja da Terra.

Quando consideramos as andlises obtidas a partir do monitoramento dos animais (Sapajus
nigritus, Alouatta guariba e Callithrix sp.), foi possivel observar grupos com um maximo de cinco
individuos, todos com algum grau de proximidade geografica com a populagdo humana,
geralmente se alimentando em comedouros (locais em que moradores colocam alimentos para os
animais) ou do que obtinham da produgao agricola local.

A analise molecular por PCR convencional identificou com sucesso a ordem Primata em
23 pools (79,1%) (Figura 5). Dentre os pools que tiveram resultado negativo (5, 11, 13, 14, 21 ¢
22), ndo foi possivel encontrar um fator em comum com relacdo a local ou aspecto da amostra que
pudesse ter interferido em sua andlise. Como as amostras que compdem os pools aqui citados foram
identificadas por parametros que incluem aspecto morfologico das amostras e monitoramento do
grupo de primatas nao humanos, todas foram incluidas para a anélise de identificacdo de espécie
de plasmodio, mesmo aquelas com resultado negativo para ordem Primata na PCR, dado o vinculo

propiciado por seu aspecto e pela situacdo de coleta.

41



Resultado positivo em PCR (PlatyCOI) Resultado negativo em PCR (PlatyCOI)

afe <afle
alyale ale ¢
Ao ae ale
ajvoao <ae
alv o <ale
alvale ale @
<o <aflo <afe
a0 x| <ale®
a9 x| <ale®
o <alv <ale

Figura 5. Distribui¢do dos resultados negativos e positivos para a determinag@o da ordem Primata. Autor: Jomar F.

Junior

A metodologia molecular, por PCR convencional, se mostrou eficaz em confirmar a
presenga de material genético de primatas em diferentes espécies, com formacgao de bandas nitidas

em eletroforese (Figura 6).

547 Teta 547

7 10 11 12 13 14 3 Br M 2 8 9 15 16 17 18 19 3c ™ 30c BrF

— W

-

0

M 5 11 13 14 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 3, Br

704  controle positivo B Controle negativo
54M (Alouattasp) I (agua de injecio)

Figura 6. Gel de eletroforese das reagdes de PCR convencional, realizada com primers PlatyCOI. As bandas que
indicam positividade/negatividade aparecem em destaque nas imagens. A. primeiro grupo de amostras; B. Segundo

grupo de amostras; C. Terceiro grupo de amostras.
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5.2. Determinacio de primatas infectados

A realizacdo de PCR em tempo real possibilitou identificar um total de trés pools positivos

(10,34%) para infecg@o por plasmodio.

No municipio de Santa Teresa, dos 12 pools, dois tiveram resultado positivo para plasmddio
(16,6%). Em Laranja da Terra, por sua vez, dos 10 pools, apenas um foi positivo para plasmaddio
(10%) (Tabela 5). As demais regides nao apresentaram pools positivos para plasmodio. Em Santa
Teresa, a espécie primata Sapajus nigritus revelou-se positiva para Plasmodium falciparum ¢ P.
malariae/P. brasilianum, configurando a espécie em que se teve maior diversidade parasitaria. Em
Laranja da Terra, a espécie primata identificada como positiva foi Alouatta guariba, que apresentou
positividade para Plasmodium falciparum. Tanto as espécies de primatas, quanto as regioes

acometidas, foram aquelas de maior frequéncia amostral.

Tabela 5. Frequéncia de infec¢do em localidades com pools positivos por gPCR. qPCR: PCR em tempo real.

Porcentagem de

Pools amostrados Pools positivos
Local amostras positivas
no local (U) por qPCR (U) (%)
Santa Teresa 12 2 16,6%
Laranja da Terra 10 1 10%

Com relagdo a frequéncia de infec¢ao entre os PNH, a espécie Sapajus nigritus apresentou-
se mais frequentemente infectada (12,5%), enquanto a espécie Alouatta guariba apresentou

frequéncia mais baixa (11,1%) (Tabela 6).
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Se levarmos em consideracao todos os pools, independentemente da espécie ou do local em
que foram obtidos, temos uma frequéncia de infec¢do de 10,35%, valor proximo aos valores
individuais observados nas espécies com amostras positivas, justamente devido a uma maior
concentracdo dos pools em apenas dois locais (Santa Teresa e Laranja da Terra) e em duas espécies

(Sapajus nigritus e Alouatta guariba).

5.3. Analise molecular de Plasmodium infectante

Os pools foram analisados por PCR em tempo real para trés espécies de Plasmodium
(Plasmodium malariae /Plasmodium brasilianum, Plasmodium falciparum e P. vivax/ P. simium).
As andlises permitiram encontrar dois pools positivos para Plasmodium falciparum presentes em
animais da espécie Sapajus nigritus e Alouatta guariba. Plasmodium malariae/P. brasilianum, foi
encontrado em apenas um pool de Sapajus nigritus (Tabela 7). Nao se obteve pools positivos para

P, vivax/ P. simium.

Tabela 6. Frequéncia de infecg@o nas diversas espécies, com pools positivos por qPCR.

Pools amostrados Pools positivos  porcentagem pools
Espécie .
no local (U) por qPCR (U) positivos (%)
Sapajus nigritus 16 2 12,5%
Alouatta guariba 9 1 11,1%

A presenca de ambos os plasmodios, P. malariae/P. brasilianum e Plasmodium falciparum,
em amostras de PNH da espécie Sapajus nigritus ocorreu em um mesmo ponto de coleta na regido
semiurbana da cidade de Santa Teresa. Por outro lado, a presenca do Plasmodium falciparum em
Alouatta guariba ocorreu em regido de mata (sitio), a poucos quilometros da cidade de Laranja da

Terra.
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Tabela 7. Distribui¢@o da positividade identificada por PCR em tempo real, para espécies de PNH e locais analisados
(apenas locais em que ocorreu a presenca de pools positivos). Pf: Plasmodium falciparum; Pm-Pb: Plasmodium

malariae /Plasmodium brasilianum; U: Unidade.

Sapajus Alouatta

Local/Espécie de PNH o . TOTAL (U)
nigritus guariba
Santa Teresa Pf/Pm-Pb - 2
Laranjada Terra - Pf 1
TOTAL (V) 2 1 3

A realizacdo da qPCR resultou na obtencdo, utilizando-se primers e sondas (Falc-F e
Falciprobe) especificos para Plasmodium falciparum, na amostra de Sapajus nigritus, de um valor
de Ct (Limiar do Ciclo, do inglés, Cycle Threshold) de 40,19. Por sua vez, na amostra de Alouatta
guariba infectado por Plasmodium falciparum, o valor de Ct foi de 47,03. No que diz respeito a
infeccdo de Sapajus nigritus por P. malariae/P. brasilianum, mediante a utilizacdo de primers e
sondas (Mal-F e Malaprobe) também especificos, identificou-se um valor de Ct de 27,44. Esses
valores indicam que foram necessarios mais de 40 ciclos para a amplificagio do DNA em amostras
de Plasmodium falciparum, enquanto em amostra de Plasmodium malariae/Plasmodium

brasilianum foram necessarios mais de 20 ciclos (Figura 7).
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A - gPCR para identificacdo de Plasmodium vivax/
Plasmodium simium, com utilizacdo de primers e
sondas especificas.

B - gPCR para identificacdo de Plasmodium malariae/
Plamodium brasilianum com utilizagdo de primers e
sondas especificas.

C - gPCR para identificagao de Plasmodium falciparum,
com utilizagdo de primers e sondas especificas.
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Figura 7. Reagdo de PCR em tempo real realizada para identificagdo da espécie de Plasmodium presente em amostras

fecais de primatas ndo humanos. A. Identificacdo de P vivax/ P. simium; B. ldentificacdo de Plasmodium

malariae/Plasmodium brasilianum; C. ldentificagdo de Plasmodium falciparum.
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6. DISCUSSAO

Este ¢ o primeiro estudo sobre maléria simia realizado no Espirito Santo que utiliza
amostras fecais, portanto uma técnica nao invasiva, como forma de extrair e amplificar o DNA de
plasmoédios. Como principais resultados, o estudo revelou a presenca de P, falciparum em primatas
ndo humanos de diferentes espécies e evidenciou a infec¢do de Sapajus nigritus (macaco prego
preto), uma espécie pouco representada entre os possiveis hospedeiros simios. Este ultimo achado
revela a persisténcia da cadeia de transmissao desta forma de maldria na regido, apesar da recente
macic¢a mortandade dos principais hospedeiros (4louatta guariba) em virtude da epizootia de febre

amarela.

A aplicagdo de técnicas nao invasivas ¢ uma alternativa de coleta que permite a obtencao
de uma maior quantidade amostral com uma menor complexidade metodolédgica (LIU et al., 2010;
PRUGNOLLE et al., 2010). Como nao ¢ necessario o contato direto com o animal, dispensa-se
equipamento para contencao e sedagao e reduz-se a equipe necessaria para coleta, o que ¢ facilitado
pela menor necessidade de profissionais especializados no trabalho com primatas, como acontece
em processos de coleta invasiva. Além disso, o material necessario ¢ mais simples (COSTA, 2014).
Essa redugdo na complexidade metodologica reduz o tempo necessario para a obtengdo das
amostras e permite um acompanhamento de uma maior area em menor tempo (LIU et al., 2010;

PRUGNOLLE et al., 2010; A-ELGAYOUM, 2010).

Entre as amostras que podem ser obtidas de forma ndo invasiva estdo saliva, urina e fezes
(AL-SHEHRI et al., 2019; ASSIS et al., 2016; KAWALI et al., 2014). As amostras fecais, em
particular, estdo entre aquelas que sdo mais facilmente coletadas em campo por serem diretamente
recuperadas do ambiente, podendo conter material genético parasitdrio mesmo quando secas
(SILVA, 2020). Ao dispensar o contato com os animais, ¢ possivel obter amostras de primatas
grandes, o que ficou demonstrado no que diz respeito aos gorilas ou aos monos arboricolas da Mata

Atlantica (LIU et al., 2010; PRUGNOLLE et al., 2010).

Dentre as espécies que albergam parasitos humanos e simios, os primatas da espécie
Alouatta guariba (bugio) sdo os que apresentam maior taxa de infec¢do natural (DEANE, 1964,
DEANE etal., 1971). Por isso, essa espécie ¢ considerada de grande importancia para a manuten¢ao

da cadeia de transmissdo da maldria simia e, provavelmente, também da malaria humana. A espécie
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sofreu elevada mortalidade durante o surto de febre amarela ocorrido em 2017, que atingiu
principalmente a regido Sudeste (GONTIJO, 2019; BRASIL, 2017b). Devido ao possivel papel de
primatas ndo humanos no ciclo da malaria, foi proposto que a redu¢do da sua populacao poderia
implicar no fim da transmissao na regido de Mata Atlantica (MENDONCA, 2019). Entretanto,
outras espécies, além do Alouatta guariba, também sdo encontradas naturalmente infectadas, como
¢ o caso das espécies e géneros Cebus sp., Sapajus sp., Saimiri sciureus, Brachyteles sp. e Callithrix
jacchus (DEANE, 1964, DEANE et al., 1971; DEANE, 1992; ARAUJO, 2013). Assim, € possivel
que, na auséncia de bugios, outra espécie ocupe o papel como reservatorio na manutencao da
infeccdo na regido Sudeste. Tal possibilidade foi evidenciada neste estudo quando se identificou
infeccdo na espécie Sapajus nigritus, que geralmente ¢ pouco referida como hospedeira de
plasmodios. Tais simios sdo mais resistentes a infec¢ao pelo virus amarilico, o que torna baixo o
impacto da febre amarela sobre sua populacdo nas regides acometidas. Neste caso, as amostras
eram positivas para P. malariae/P. brasilianum e P. falciparum, demonstrando que tais primatas

estdo albergando ambas as espécies de protozoarios encontrados no inquérito (GONTLJO, 2019).

Por outro lado, houve franca redu¢ao no niimero de casos de maldria humana na regido apds
a epidemia de febre amarela. Os dados do SINAN (Sistema de Informacdo de Agravos de
Notifica¢do) revelam reducao de uma média de 44,3 casos por ano no periodo de 2007 a 2016 para
3,66 no periodo de 2018 a 2020. Embora tendo sua frequéncia reduzida, a endemia nao se
extinguiu, o que pode estar relacionado a manuten¢do da cadeia de transmissdo pelo Sapajus
nigritus. O quanto tal espécie simia serd capaz de ocupar o nicho deixado pelo Alouatta e

reconstituir o nivel endémico anterior deve ser objeto de observacdes futuras.

No presente estudo, foi encontrado um pool/ de fezes positivo para plasmodios em Laranja
da Terra, um municipio onde ndo ha registro de maldria humana. A presenca de malaria simia
dissociada da ocorréncia da doenca em seres humanos tem sido observada desde os estudos de
Deane e seus colaboradores (DEANE, 1971; DEANE et al., 1992). Esses autores observaram que
a concomitancia de maldria humana e simia estava relacionada ao menor comportamento
acrodendrofilico do vetor anofelino (Anopheles Kerteszia cruzii). Em outras palavras, nas regides
em que o anofelino fazia seu repasto sanguineo exclusivamente na copa, casos de malaria humana
eram improvaveis (DEANE et al., 1966, 1967; DEANE & NETO, 1969; DEANE, 1969). Assim,
ao ser considerado o provavel papel de reservatorio de maldria humana representado pelos primatas

nao humanos, o encontro de malaria simia onde nao se observa doenga em seres humanos deve ser
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considerado um sinal de alerta. O comportamento do anofelino ¢ em grande parte dependente da
relacdo do homem com o meio-ambiente. O repasto em nivel de solo costuma ocorrer onde a
presenca humana ¢ mais constante e constitui uma fonte de suprimento sanguineo (MEDEIROS-
SOUZA, 2019; DEANE, 1971). Dessa forma, em 4areas significativamente exploradas pelos
moradores, como acontece em Laranja da Terra (ESPIRITO SANTO, 1999; ESPIRITO SANTO,
2018), o favorecimento de mudangas no comportamento de hematofagia do vetor, na presenca de
malaria simia, pode proporcionar o aparecimento de casos humanos, o que indica a necessidade de

monitoramento da regido pelas equipes de vigilancia em saude.

Amostras positivas para P. falciparum foram encontradas em fezes provenientes de Santa
Teresa e Laranja da Terra. Os quadros clinicos de malaria humana na regido de Mata Atlantica sao
sempre relacionados a infecgdes por P. vivax e, mais raramente, P. malariae. A malaria por P
falciparum ndo faz parte das ocorréncias de maléria-bromélia. Entretanto, diversos estudos tém
registrado evidéncias moleculares e soroldgicas da circulagdo deste protozoario em sistemas de
Mata Atlantica (CURADO et al., 2006; CERUTTI et al., 2007). Mesmo em simios da regido, ha
indicios de infec¢do por P. falciparum (DUARTE et al., 2006; FURIERI, 2020). A presenca de
vetores infectados por P. falciparum também foi identificada na regido coberta pela Mata Atlantica.
Espécimes de Anopheles (Kerteszia) cruzii apresentaram elevada taxa de infec¢do por esse

plasmdédio (LAPORTA et al., 2015), superando, inclusive, em frequéncia, a infec¢do por P. vivax.

As evidéncias de circulagdo do P. falciparum em um ciclo silencioso em ambiente de Mata
Atlantica suscitam varias especulacdes a respeito de sua origem e constituicdo, conduzindo a
hipoteses relacionadas a sua adaptagao ao hospedeiro simio ou a existéncia de uma variante menos
virulenta na regido. Tais possibilidades precisam ser esclarecidas por meio de um estudo mais

aprofundado das caracteristicas genomicas deste parasito no contexto da maléaria-bromélia.

Este estudo apresenta diversas limitagcdes quanto ao seu potencial de contribuicdo para o
conhecimento do ciclo de transmissdo da malédria em sistemas de Mata Atlantica. A recente
epizootia de febre amarela reduziu drasticamente a populagdo de simios, o que tornou mais dificil
o encontro e a coleta de suas fezes. A consequéncia foi o limitado tamanho amostral, para o que
também contribuiu nossas limitagdes logisticas, particularmente no que diz respeito ao numero de
integrantes da equipe de campo. Pelo fato de que as amostras foram colhidas por conveniéncia, ou

seja, nos locais onde o acesso era possivel e nos quais se dispunha de condi¢des de coleta, ndo ha
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representatividade em relagdo as areas de ocorréncia da maldria humana. Soma-se a tais limitagoes,
a natureza transversal do estudo, impossibilitando a abordagem do problema sob o ponto de vista
da cadeia de eventos. Em um estudo longitudinal, poder-se-ia estabelecer uma relagcdo eventual,
por exemplo, entre flutuacdes na frequéncia de resultados positivos em simios e variagdes

concomitantes na frequéncia de malaria humana.

Apesar de suas limitagdes, o presente estudo apresenta importantes contribuigdes para a
compreensdo da dindmica de transmissao da maléria simia na regido de estudo. Em primeiro lugar,
a técnica de extragdo de DNA de plasmodios a partir de amostras fecais atingiu pleno éxito,
estabelecendo a viabilidade de um método logisticamente mais simples em futuros inquéritos. Em
segundo lugar, ficou evidente a persisténcia da infeccdo simia mesmo em um cendrio de drastica
redugdo de seu principal hospedeiro, indicando que a malaria permanece sendo transmitida entre
primatas ndo-humanos. Finalmente, a evidéncia de simios infectados em uma regido em que nao
ocorre maldria humana mostra a amplitude de sua abrangéncia e lanca um alerta para a vigilancia
em saude, no sentido de monitorar eventuais ocorréncias de casos humanos no local. As
caracteristicas peculiares da maléria de sistemas residuais de Mata Atlantica, uma infecc¢ao
parasitaria que incide concomitantemente em seres humanos e primatas nao humanos, demandam
permanente atencao dos pesquisadores e gestores de satide, uma vez que esta condicdo morbida

representa uma fronteira desafiadora aos esfor¢os de elimina¢do da maléaria em nivel global.

50



7. CONCLUSAO

A utilizacao de metodologias moleculares para identificagao de espécies de plasmodios em
amostras fecais, obtidas de forma nao invasiva, de simios no estado do Espirito Santo foi capaz de

identificar a infec¢do por P. falciparum e P. malariae/P. brasilianum.

A taxa de infecgao global (10,3%) esta proxima do valor observado por outros estudos sobre
maléria em primatas ndo humanos, que foram realizados na regido Sudeste. A predominancia da
infeccdo por P. falciparum também foi observada em outros estudos e pode indicar que simios

teriam um papel como reservatorios dessa espécie de plasmodio.

A confirmacao de infec¢do na espécie Sapajus nigritus, espécie que geralmente apresenta
baixa taxa de infec¢@o por plasmaddios, pode indicar que essa espécie venha a ter papel significativo

como reservatdrio da infec¢do no estado do Espirito Santo, apos o surto de febre amarela.

A observacdo de amostras positivas em Laranja da Terra, uma regido sem ocorréncia
habitual de casos humanos e com caracteristicas ambientais diferentes da regido considerada
endémica, pode indicar que a infec¢do simia ocorre mesmo em locais em que a malaria humana ¢
pouco observada pelos estudos epidemiologicos atuais. O monitoramento da infeccdo simia,
inclusive em municipios com pouca ocorréncia de maldria humana, se faz necessario para que se

antecipe eventuais aumentos na area de abrangéncia desta ultima condigao.
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ANEXOS

Anexo A - Autorizacdo ICMBIio/SISBIO

Ministério do Meio Ambiente - MMA

Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio

Icmi o’ Sistema de Autorizagado e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

MMA
Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica
Namero: 15191-10 I Data da Emissao: 07/06/2019 12:41:24 | Data da Revalidagdo*: 07/06/2020
De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades

lidad.

do projeto, mas devera ser r ant t diante a apresentacdo do relatério de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Crispim Cerutti Junior I CPF: 949.731.487-68

Titulo do Projeto: Investigagao da malaria simia em primatas do género Alouatta na Mata Atlantica do Espirito Santo

Nome da Instituicdo: UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO ICNPJ: 32.479.123/0001-43

Cronograma de atividades

# |Descricao da atividade Inicio (més/ano) Fim (més/ano)

1 |Captura de até cinco espécimes de simios do género Alouatta 08/2015 08/2016

2 |Captura de até cinco espécimes de simios do género Alouatta 08/2015 09/2016

3 |Coleta de fezes de simios da regido rural endémica para malaria-bromélia 12/2018 07/2020

Equipe

# |Nome Funcao CPF Nacionalidade

1 |Rosely dos Santos Malafronte membro participante/bidloga molecular 039.413.698-57 Brasileira

2 | Ana Maria Ribeiro de Castro Duarte membro participante/primatéloga 144.067.418-36 Brasileira

3 |SERGIO LUCENA MENDES membro participante/primatologo 621.083.447-72 Brasileira

4 | Rogério Ribeiro dos Santos Técnico de campo 078.136.987-89 Brasileira

5 | Vivaldo Pim Vieira membro participante/bidlogo 031.743.737-27 Brasileira

6 | Jomar Fagundes Junior membro participante/ESTUDANTE DE 050.069.485-07 Brasileira
MESTRADO

7 |Suellen Ramos Barboza Médica Veterinaria 111.689.737-75 Brasileira

8 |NILA RASSIA COSTA GONTIJO membro participante/bidloga 080.430.396-74 Brasileira

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa nA° 03/2014. Através do cédigo de autenticagdo abaixo, qualquer
cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da péagina do Sisbio/[ICMBio na Internet
(www.icmbijo.gov.br/sisbio).

Cédigo de autenticagdo: 0151911020190607 Pagina 1/4
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizagao e Informagédo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 15191-10 l Data da Emissao: 07/06/2019 12:41:24 | Data da Revalidagao*: 07/06/2020

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagao do relatério de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Crispim Cerutti Junior |CPF: 949.731.487-68

Titulo do Projeto: Investigagao da malaria simia em primatas do género Alouatta na Mata Atlantica do Espirito Santo

Nome da Instituicdo: UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO |CNPJ: 32.479.123/0001-43

Observacgoes e ressalvas

1 A autorizagao nao eximira o pesquisador da necessidade de obter outras anuéncias, como: 1) do proprietario, arrendatario, posseiro ou morador quando as atividades forem realizadas

em area de dominio privado ou dentro dos limites de unidade de conservagao federal cujo | de larizacdo fundiaria -se em curso; Il) da comunidade indigena

envolvida, ouvido o érgdo indigenista oficial, quando as ativi de pesq forem em terra indigena; Ill) do Conselho de Defesa Nacional, quando as atividades de pesquisa

forem executadas em area indispensavel a seguranca nacional; 1V) da autoridade maritima, quando as atividades de pesquisa forem executadas em aguas jurisdicionais brasileiras; V) do

Departamento Nacional da Producéo Mineral, quando a isa visar a 4o de ositos fossiliferos ou a extragé@o de espécimes fosseis; VI) do érgéo gestor da

unidade de conservagao estadual, distrital ou municipal, dentre outras.

2 Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVAGAO, o pesquisador titular desta autorizagio devera contactar a administragio da unidade a fim de CONFIRMAR AS DATAS das

, as

para realizagéo das coletas e de uso da infraestrutura da unidade.

3 O titular de autorizagéo ou de licenga permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violagéo da legislagéo vigente, ou quando da inadequag&o, omiss&o ou

falsa descrigao de informagdes relevantes que subsidiaram a expedigao do ato, podera, decisdo ,tera izagdo ou licenca ou revog pelo

ICMBio, nos termos da legislagao brasileira em vigor.

4 Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrugdo Normativa ICMBio n” 03/2014 ou na Instrugdo Normativa ICMBio n° 10/2010, no que especifica esta
Autorizagdo, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biolégico coletado devera ser utilizado para atividades cientificas ou didaticas no

ambito do ensino superior.

5 As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e materiais, tendo por objeto
coletar dados, materiais, espécimes biolégicos e minerais, pecas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada, obtidos por meio de recursos e técnicas que se

destinem ao estudo, a difusdo ou a pesquisa, estao sujeitas a autorizagao do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

6 O titular de licenca ou autorizacéo e os membros da sua equipe deverdo optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel, ao grupo
taxonémico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforco de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade de populagées do grupo

taxonoémico de interesse em condicao in situ

74 Esta autorizagao NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como do
consentimento do responsavel pela area, pablica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do 6rgéo gestor de terra indigena (FUNAI), da unidade de conservagdo
estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatario, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservagéo federal cujo processo de regularizagao

fundiaria encontra-se em curso.

8 Este documento néo di: o il da legi 40 que dispde sobre acesso a ite do nio genético exi: no territorio nacional, na plataforma continental e
na zona omi iva, ou ao conheci ici i ao patriménio genético, para fins de isa cientifica, biop do e desenvolvimento tecnolégico. Veja
maiores informages em www.mma.gov.br/cgen.

Outras ressalvas

| 1 [ As visistas de campo devem ser agendadas com pelo menos uma semana de antecedéncia. REBIO Augusto Ruschi

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa nA° 03/2014. Através do cédigo de autenticagdo abaixo, qualquer
cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio//[CMBio na Internet
(www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cédigo de autenticagdo: 0151911020190607 Pagina 2/4
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Ministério do Meio Ambiente - MMA

% Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio

Icmi d“ Sistema de Autorizagao e Informagédo em Biodiversidade - SISBIO
MMA

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 15191-10 I Data da Emissao: 07/06/2019 12:41:24 | Data da Revalidagao*: 07/06/2020

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagao do relatério de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Crispim Cerutti Junior |CF’F: 949.731.487-68

Titulo do Projeto: Investigagao da malaria simia em primatas do género Alouatta na Mata Atlantica do Espirito Santo

Nome da Instituicdo: UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO |CNPJ: 32.479.123/0001-43

Locais onde as atividades de campo serao executadas

# |Descricdo do local Municipio-UF Bioma Caverna? Tipo

1 | Parque Estadual de Pedra Azul Domingos Martins-ES Mata Atlantica Nao Dentro de UC Estadual

2 | Parque Natural de Séo Lourengo Santa Teresa-ES Mata Atlantica Néo Fora de UC Federal

3 | Estagédo Bioldgica de Santa Lucia Santa Teresa-ES Mata Atlantica Néo Fora de UC Federal

4 |Reserva Bioldgica de Augusto Ruschi ES Mata Atlantica Nao Dentro de UC Federal

5 |Varias areas rurais de Sta Tereza e Sta Maria Santa Teresa-ES Mata Atlantica Nao Fora de UC Federal
de Jetiba

6 |varias areas rurais de Sta Tereza e Sta Maria Santa Teresa-ES Mata Atlantica Nao Fora de UC Federal
de Jetiba

Atividades X Taxons

# |Atividade Taxon Qtde.
1 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas ex situ Primates -
2 |Captura de animais silvestres in situ Primates -
3 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas in situ Primates -

Materiais e Métodos

# |Tipo de Método (Grupo taxonémico) Materiais

1 | Amostras biologicas (Primatas) Sangue, Fezes, Animal encontrado morto ou partes
(carcaga)/osso/pele, Ectoparasita

2 | Método de captura/coleta (Primatas) Outros métodos de captura/coleta(imobilizagdo quimica com

dardos anestésicos), Captura manual

Destino do material biolégico coletado

# [Nome local destino Tipo destino
1 Outro
2 Outro

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa nA° 03/2014. Através do cédigo de autenticagdo abaixo, qualquer
cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio//[CMBio na Internet
(www.icmbio.gov.br/sisbio).

Coédigo de autenticagdo: 0151911020190607 Pagina 3/4
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizagao e Informagédo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 15191-10 I Data da Emissao: 07/06/2019 12:41:24 | Data da Revalidagao*: 07/06/2020

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagao do relatério de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Crispim Cerutti Junior |CPF: 949.731.487-68

Titulo do Projeto: Investigagao da malaria simia em primatas do género Alouatta na Mata Atlantica do Espirito Santo

Nome da Instituicdo: UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO |CNPJ: 32.479.123/0001-43

Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com a Instrugdo Normativa n°03/2014, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato ndo contemplado

na autorizacdo ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por ocasido da coleta,
devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do material biolégico ou do
substrato devera ser acompanhado da autorizac&o ou da licengca permanente com a devida anotagc&o. O material biolégico
coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicdo cientifica e, depositado, preferencialmente, em colecéo
bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colec¢des Biolégicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de Amostra Qtde. Data

* Identificar o espécime do nivel taxonémico possivel.

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa nA° 03/2014. Através do cédigo de autenticagdo abaixo, qualquer
cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio//[CMBio na Internet
(www.icmbio.gov.br/sisbio).
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