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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS *

CENP — Centro Nacional de Primatas

CEVS - Centro Estadual de Vigilancia em Saude

CISS - Centro de Informacdes em Saude Silvestre

DNA — Deoxyribonucleic Acid - acido desoxirribonucléico

IUCN - International Union for Conservation of Nature's - Unido Internacional para a

Conservacao da Natureza

MS — Ministério da Saude

PCR - Polimerase Chain Reaction — reacdo da cadeira da polimerase
PNHs — primatas ndo humanos

SESAB - Secretaria da Saude do Estado da Bahia

TDRs — técnicas de diagnéstico rapido

WHO - World Health Organization — Organiza¢do Mundial da Saude

* Em virtude do uso consagrado na literatura técnica, determinadas abreviaturas utilizadas seguem as
iniciais da sua grafia no idioma inglés.
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RESUMO
A malaria é a protozoose de maior impacto no mundo e distribui-se por

extensas regibes tropicais e subtropicais, sobretudo nas nacdes em
desenvolvimento e subdesenvolvidas. O Brasil é o pais que concentra o maior
namero de casos no continente americano. Os primatas da familia Cebidae séo
considerados como hospedeiros ou reservatorios de parasitos com potencial risco
bioldgico, dentre eles se encontra o sagui de tufo branco (Callithrix jacchus). Estes
se extendem por vasta area do territorio nacional e podem conviver em areas
urbanas, falicitando a transmissdo de patégenos. Sao animais usados como
modelos experimentais para o Plasmodium, apresentando diagnostico e sinais
clinicos semelhantes aos humanos. Foram analisadas 125 amostras de C. jacchus
oriundos do nordeste brasileiro, com a técnica de nested PCR para Plasmodium
vivax e P. falciparum, obtendo-se somente resultados negativos. A pesquisa por
plasmédios humanos em primatas se faz necessario devido possibilidade de
atuarem como reservatorio/sentinelas e pela auséncia de literatura abrangente sobre
0 assunto. Caracteriza-se, também, como uma ferramenta importante para controle
e vigilancia epidemiolégica, impactando nos planos de reducdo de morbimortalidade
e de eliminacdo da doenca no pais. A ndo positividade para Plasmodium em saguis
do tufo branco reflete a situacao epidemioldgica da populacdo humana, em que se
observam casos isolados, porém ainda sdo necessarios estudos para e identificacao
ou ndo desses animais como fontes de infeccédo, visto que tem potencial para serem

reservatorios.

Palavras chave: Plasmodium, Callithrix jacchus, malaria, nested PCR
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ABSTRACT
Malaria is the protozoan with the greatest impact in the world and is distributed

over extensive tropical and subtropical regions, especially in developing and
underdeveloped nations. Brazil is the country with the highest number of cases on
the American continent. Primates of the Cebidae family are considered hosts or
reservoirs of parasites with potential biological risk, among them is the white-tufted
marmoset (Callithrix jacchus). These extend over a vast area of the national territory
and can coexist in urban areas, facilitating the transmission of pathogens. They are
animals used as experimental models for Plasmodium, presenting diagnoses and
clinical signs similar to humans. 125 Exceptions were observed for C. jacchus
originating in northeastern Brazil, using the nested PCR technique for Plasmodium
vivax and P. falciparum, with only negative results. The search for human plasmodia
in primates is necessary due to the possibility of acting as reservoir/sentinels and the
lack of comprehensive literature on the subject. It is also characterized as an
important tool for epidemiological control and surveillance, impacting plans to reduce
morbidity and mortality and to eliminate the disease in the country. The non-positivity
for Plasmodium in white-tufted marmosets reflects the epidemiological situation of
the human population, in which isolated cases are observed, but studies are still
needed to identify or not these animals as sources of infection, since they have the

potential to be reservoirs.
Keywords: Plasmodium, Callithrix jacchus, malaria, nested PCR
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1. INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, cerca de 75% das doencas que
tém afetado a salde humana sdo de origem animal e muitas delas apresentam
potencial de difusdo global (WHO, 2008). Devido essa visdo baseada em Saude
Unica e a proximidade filogenética, os primatas da familia Cebidae s&o considerados
pela Fundacdo Nacional de Saude como hospedeiros ou reservatorios de parasitos
com potencial risco bioldgico, dentre eles se encontra o sagui de tufo branco
(Callithrix jacchus) (WOLFE et al., 1998).

O sagui de tufo branco é um mamifero, pertencente a ordem Primata, familia
Callitrichidae e género Callithrix. E originario da regido nordeste do Brasil, ao norte
do rio Séo Francisco e leste do rio Parnaiba; foi trazido do nordeste pelo trafico ilegal
de animais selvagens e colonizou fragmentos de Mata Atlantica das regides sudeste
e sul, sendo avistado até no estado do Rio Grande do Sul (ERWIN & SACKETT,
1990; MIRANDA, 1997). Devido a sua rusticidade, grande capacidade de
locomocéo e adaptabilidade, Callithrix jacchus pode viver em areas com 0s mais
diversos graus de influéncia antropica, chegando até areas urbanas, favorecendo
seu contato com seres humanos e proporcionando a propagacado de doencas
(EMMONS, 1990; AURICCHIO,1995).

A malaria é a protozoose de maior impacto no mundo, acometendo 212
milhdes de pessoas com 429.000 mortes, 90% concentrado na Africa (WHO,
2017). Distribui-se por extensas regides tropicais e subtropicais, flagelando
expressivo contingente da populacao, sobretudo nas nacfes em desenvolvimento e
subdesenvolvidas. O Brasil € o pais que concentra 0 maior numero de casos no
continente americano, estimando-se a ocorréncia de mais de 300.000 casos anuais
(OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010). No Brasil temos registros de 3 espécies: P.
falciparum, P. vivax, P. malariae que afetam humanos (BRASIL, 2005) A constante
circulacdo de primatas ndo humanos torna se um risco para eventuais surtos da

doenca, devido ao potencial de serem hospedeiros amplificadores (ABREU, 2019).

Segundo Barbosa et al. (2011), a busca de conhecimentos sobre 0os animais
silvestres de vida livre como potenciais reservatérios de agentes etioldgicos
zoonoticos se faz constante, visando trazer melhorias relacionadas a medicina da

conservacgao e a promocgao da Saude Publica.
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Nesse contexto de Satude Unica e proximidade com animais de vida silvestre,
buscou-se identificar o Plasmodium sp em C. jacchus e seu potencial como

reservatorio/hospedeiro.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ecologia do Sagili do Tufo Branco (Callithrix jacchus)

O sagui de tufo branco é um mamifero, pertencente & ordem Primata, familia
Callitrichidae e género Callithrix. Ocorre no cerrado (manchas florestais em caatinga
seca) e na Mata Atlantica do Nordeste do Brasil, nos estados do Ceara, Rio Grande
do Norte, Paraiba, Alagoas, Pernambuco e Piaui, onde é endémico, originalmente
se estendendo ao sul até o Rio S&o Francisco. A extensdo de ocorréncia de C.
jacchus é superior a 20.000 kmz?, e sua area estimada de ocupacéo superior a 2.000
km2 (IUCN, 2008). A espécie apresenta grande flexibilidade ecoldgica ao permear
com sucesso por areas florestais primarias e secundarias, vegetacfes xerofitas,

clareiras, habitats de borda e florestas de galeria (REIS, 2008).

A espécie foi trazida pelo trafico ilegal de animais selvagens e colonizou
fragmentos de Mata Atlantica das regifes sudeste e sul, sendo avistada no estado
do Rio Grande do Sul e se entendendo ao estado de Goias. A denti¢cdo, o aparelho
digestivo especializado, o tamanho e a forma corporal, associados a alta capacidade
de exploracdo de recursos e adaptacdo social (RYLANDS & FARIA, 1993; BICCA-
MARQUES & GARBER, 2005), conferem a espécie um sistema de caracteristicas
importantes no que compete ao sucesso ecolégico e adaptacdo a ambientes
distintos (AMORA et al., 2013), sendo animais com rusticidade e adaptabilidade,
chegando até areas urbanas (EMMONS, 1990; AURICCHIO,1995). Os padrbes de
atividades em primatas podem ser diretamente tendenciados pelo nivel de
socializagcdo antrépica, ou seja, 0 grau de contato com humanos que o grupo animal
pode vir a ter em determinada é&rea; visto o impacto da intervengdo humana na
disponibilidade de recursos alimentares e, portanto no comportamento do grupo, que
respondera diretamente aos estimulos do ambiente, podendo ser negativos ou
positivos, como, por exemplo, em situacdes de supressdo da vegetacdo ou
fornecimento de alimento aos animais, respectivamente (ROCHA & CARVALHI,
2011).
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A atividade destes animais é muito intensa, passam a maior parte do tempo
se locomovendo (MIRANDA, 1997) e despendem mais de 60% do dia em atividades
de forrageamento (ERWIN & SACKETT, 1990). Pereira (2015) comparou a area de
forrageamento conforme o habitat e notou que em matas com maior disponibilidade
de alimentos, os animais tendem a percorrer uma area menor; porém em areas
urbanas (campus do estudo) no qual a disponibilidade alimentar € menor, os saguis
tendem a percorrer uma area maior, gerando assim maior possibilidade de contato
interespécies (HILARIO & FERRARI, 2010; TISOVEC et al., 2014).

Diversos trabalhos de conscientizacdo com a populacdo que convive com 0s
saguis de tufo branco demonstraram o desconhecimento do risco de transmissao de
doencas e dos habitos alimentares da espécie (MOTA & QUEIROZ, 2013;
ALBUQUERQUE & OLIVEIRA, 2014; NASCIMENTO et al., 2019). Potkay (1992) fez
um compilado das diferentes doencas que acometem a familia Callitrichidae,
incluindo doencas transmitidas por vetores como Trypanossomose e Leishmaniose,
além da presenca de pulgas, mosquitos e flebotomineos, sendo assim potenciais
reservatorios para hemoparasitas (CARRILLO-BILBAO et al., 2021).

2.2 Maléaria

A malaria € uma doenca infecciosa febril aguda, causada por protozoarios do
género Plasmodium, familia Plasmodiidae classe Sporozoa e transmitidos pela
picada da fémea infectada do mosquito do género Anopheles, também conhecido
como mosquito-prego. Dentre as doencas transmitidas por mosquitos, a malaria e as
diversas arboviroses apresentam grande importancia na atualidade, pois tém
causado epidemias emergentes e reemergentes de dimensfes continentais ou
globais (WEAVER & BARRETT, 2004; VASILAKIS et al., 2011; MS, 2019). O género
Plasmodium é o unico da Familia Plasmodiidae, a qual inclui mais de 125 espécies
de parasitos que infectam répteis, aves e mamiferos. Quatro espécies sdo
consideradas parasitos do homem: P. ovale, P. falciparum, P. vivax e P. malariae.
No Brasil, ocorrem apenas as trés ultimas espécies.

Todos os vetores do Plasmodium séo dipteros, culicideos do género
Anopheles, destacando-se as espécies A. gambiae (Africa) e A. darlingi (América).
Este ultimo é a espécie de maior importancia epidemioldgica pela sua abundéancia,

ampla distribuicdo no territério brasileiro, alto grau de antropofilia e endofilia e
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capacidade de transmitir diversas espécies de Plasmodium. E encontrado em altas
densidades e com ampla distribuicdo no territorio nacional, visto que a ovoposi¢ao
ocorre, normalmente, em 4guas de baixo fluxo, profundas, limpidas, sombreadas e
com pouco aporte de matéria organica e sais. Estes mosquitos sdo mais abundantes
nos horéarios crepusculares, ao entardecer e ao amanhecer. Todavia, s&o

encontrados picando durante todo o periodo noturno (MS, 2019).

No Brasil, a grande extensdo geografica da area endémica e as condi¢cles
climaticas favorecem o desenvolvimento dos transmissores e agentes causais da
malaria das espécies P. vivax, P. falciparum e P. malariae (este ultimo com menor
frequéncia). Especialmente na Amazbnia Legal, a transmissdo € instavel e
geralmente focal, alcancando picos principalmente apds o periodo chuvoso do ano
(BRASIL, 2005).

2.2.1 Situacao Epidemioldgica

A malaria € considerada um grave problema de saude publica no mundo,
sendo uma das doencas de maior impacto na morbidade e na mortalidade da
populacdo dos paises situados nas regides tropicais e subtropicais do planeta. De
acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2022), 247 milhGes de casos
de maléria foram registrados em 2021 em 84 paises endémicos.

No Brasil, a regido amazbnica € considerada area endémica para malaria no
pais, registrando 99% dos casos autoctones. Nas areas fora da regido Amazonica,
menos de 20% dos casos registrados sdo autdctones. Apesar disso, existe
transmissdo residual de malaria em estados da regido extra-amazobnica,
principalmente em areas de Mata Atlantica (S&o Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro
e Espirito Santo) (MS, 2022). Areas ndo endémicas para a doenca apresentam
casos humanos graves em razao, principalmente, da falta de conhecimento, falhas
de diagndstico e, consequentemente, do tratamento tardio. Nestas regibes apenas
19% dos casos sdo diagnosticados e tratados dentro de 48h apd6s o inicio dos
sintomas. Consequentemente, a taxa de mortalidade da malaria pode ser maior do

gue na regidao Amazénica (LORENZ et al., 2015).

A regido extra-amazonica do Brasil, considerada ndo endémica para malaria é

composta por 17 estados e o Distrito Federal, sendo responsavel por menos de 1%
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dos casos de malaria registrados no Brasil (BRASIL, 2020). Apesar de serem areas
livres de malaria, h4 a possibilidade de reintroducédo da malaria nestes estados, por
serem areas receptivas e haver o deslocamento de casos importados da Amazoénia
e de outros paises endémicos para a regido, o que ocasionalmente desencadeiam
surtos de malaria (CERUTTI-JUNIOR et al., 2007; LIMONJI et al., 2008; BRASIL,
2012; SESAB, 2019).

Entre os anos de 2010 a 2021 foram realizadas 37.749 notificacbes de
malaria na regido extra-amazonica do Brasil, sendo 22,0% (8.317) casos positivos
(MS, 2022). Nesse periodo, os 10 municipios com maior niamero de casos, foram
responsaveis por 45,2% (3.762) dos positivos na regido extra-amazonica. Séo eles:
Sao Paulo/SP (849), Rio de Janeiro/RJ (743), Goiania/GO (520), Brasilia/DF (328),
Teresina/Pl (320), Belo Horizonte/MG (300), Campinas/SP (210), Fortaleza/CE
(203), Recife/PE (145) e Santos/SP (144) (MS, 2022).

Analisando a distribuicdo dos casos por meses do ano nota-se aumento nos
meses de janeiro e fevereiro durante todos os anos, correspondendo ao intervalo de
tempo com aumento da pluviosidade. Quanto a distribuicdo dos casos autdctones
por agente etiologico, dos 1.178 casos autoctones 83,7% (986) foram causados por
P. vivax e 15,5% por P. falciparum. Os casos autéctones tiveram 182 municipios da
regido extra-amazonica como local provavel de infeccdo, sendo o Espirito Santo
(38,2%) o estado com maior percentual de casos autdctones, seguido da Bahia
(13,7%) e S&o Paulo (12,3%) (MS, 2022).

Os primatas ndo humanos s&o particularmente os hospedeiros mais
numerosos e vulneraveis a infeccbes por Plasmodium, ocorrendo em varias
espécies de prossimios, macacos do Velho Mundo Africanos e Asiaticos e macacos
do Novo Mundo (COATNEY, 1971). Atualmente sao descritas 65 espécies de

primatas ndo humanos infectados naturalmente por Plasmodium (CORMIER, 2011).

As espécies da familia Callitrichidae sdo menos susceptiveis a infeccao por
Plasmodium (LOURENCO-DE-OLIVEIRA & DEANE, 1995). Somente duas espécies
da familia Callitrichidae foram descritas com plasmodio, Saguinus geoffroyi e S.
midas, apresentando uma taxa de infeccdo muito baixa, entre 2 a 3% (PORTER et
al., 1966; BAERG, 1971; DE ARRUDA, 1985; FANDEUR et al., 2000; THOISY et al.,
2000; VOLNEY et al., 2002). No entanto, algumas espécies da familia Callitrichidae

7
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sao experimentalmente susceptiveis tanto ao P. simium quanto a alguns plasmaédios
humanos (DEANE, 1967).

Estudos recentes mostraram que as espécies de Plasmodium que infectam
primatas, como P. brasilianum e P. simium, sdo geneticamente similares a P.
malariae e P. vivax de humanos, respectivamente (TAZI & AYLA, 2011). Essa
similaridade levou alguns pesquisadores a concluirem que estas espécies podem
infectar tanto humanos quanto macacos e, neste caso, 0s macacos poderiam manter
a malaria na natureza (TAZI & AYLA, 2011; FANDEUR et al., 2000; DUARTE et al.,
2008). Em razao disso, a vigilancia da infeccdo em primatas foi sugerida como de

alta importancia para os programas de controle da malaria (DUARTE et al., 2008).

Em primatas ndo humanos de diferentes espécies, Araujo (2013) observou no
estado de Rondonia a prevaléncia de infecgdes por Plasmodium em 10,3% (19/184),
sendo mais freqlente em animais selvagens do que em cativeiro. A maioria das
infecgdes observadas foi por P. brasilianum (18/19). No entanto, foram observados 3
casos de infeccéo por P. falciparum, sendo dois dos casos infeccBes mistas com P.
brasilianum. Figueiredo et al. (2017) detectaram parasitemia pela microscopia
eletrbnica em 5/161 animais da regido da Amazdnia maranhense, sendo um na
espécie C. jacchus. Em testes moleculares, a prevaléncia para P.malariae/P.
brasilianum ficou entre 29,81 e 34,16%, demonstrando a circulacdo do patdgeno nos

primatas da regiéo.

Na regido da Mata Atlantica, o diagnostico positivo para malaria ja foi descrito
em PNHs como bugios, macaco-prego e muriqui-do-sul, com a identificacdo de P.
simium e/ou P. brasilianum (CISS, 2018). Nessa regido, a transmissdo da malaria
para humanos € acidental e se da principalmente quando as pessoas adentram as
matas, o que vem ocorrendo com maior intensidade em razao do turismo ecolégico.
Durante os anos de 2015-2016, no Rio de Janeiro, pacientes diagnosticados com
malaria e que adentraram as matas, foram diagnosticados com P. simium,
anteriormente considerado parasita especifico de macacos, cuja capacidade de
infectar humanos s6 havia sido relatada uma vez, hd 50 anos na regido. A
identificacdo recente de P. simium aponta a possibilidade de este parasita ter sido
confundido durante anos com P. vivax e s6 agora, com técnicas moleculares

specificas, essa distincdo pode ser feita (BRASIL et al.,, 2017). No Nordeste
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brasileiro, nenhuma identificacdo positiva para malaria foi realizada até o momento
em PNHs (MS, 2022).

2.2.2 Patogenia

Plasmodium se desenvolve de forma diferente em cada hospedeiro. Nos
hospedeiros invertebrados (definitivos), ou seja, mosquitos do género Anopheles, o
desenvolvimento é sexuado, iniciando-se quando a fémea do mosquito pica um
hospedeiro vertebrado infectado para se alimentar, ingerindo cerca de cinco
picolitros de sangue e, com ele, macro e microgametocitos. No estdbmago do
mosquito, 0os gametocitos rompem as heméacias e ficam livres. Durante esse
processo, o nucleo do microgametécito se divide em diversas particulas de
cromatina, em forma de flagelo, que aderem a superficie do citoplasma agitando-se
continuamente. Pelo processo de “exflagelagao”, os microgametas se desprendem
do corpo residual e movimentam-se a procura do macrogametécito. Quando o
encontra, penetram e com o encontro dos nucleos da-se a fertilizacdo, formando o
zigoto, o qual se movimenta, penetrando no epitélio da parede do estbmago do
mosquito (ANTINORI et al.,, 2012). Entdo se transforma em oocisto dentro do
epitélio, onde se d4 a esporogonia. Quando estdo maduros, 0s 00cistos rompem-se
liberando os esporozoitas na hemocele (periodo de maturacdo do oocisto que, em
condicbes Otimas de temperatura, se da por volta de quatro a 15 dias, periodo
considerado como incubacdo extrinseca). Os esporozoitas movimentam-se
atingindo praticamente todo o corpo do mosquito e, principalmente, as glandulas
salivares, de onde séo liberados durante o repasto sanguineo.

Os hospedeiros vertebrados (intermediarios) séo infectados quando picados
por fémeas do mosquito contendo esporozoitas nas glandulas salivares. Estes
inoculam os esporozoitas na corrente sanguinea, que migram para o figado, em até
trinta minutos. Por meio das células de Kupffer chegam aos hepatécitos. Os
parasitos entdo se aderem e penetram na célula, passando pela primeira
esquizogonia, dando origem aos esquizontes, que evoluem para estagios invasivos,
os merozoitas (COWMAN & CRABB, 2006). Ao final do ciclo tecidual, os
esquizontes rompem o0s hepatdcitos, liberando milhares de merozoitas na corrente
sanguinea. Cada hepatocito rompido libera cerca de 2.000 merozoitas quando a
infeccéo € devida ao P. malariae, 10.000 pelo P. vivax e 40.000, quando devida ao
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P. falciparum (ANTINORI et al., 2012). Esses eventos caracterizam o periodo
prépatente, que dura entre oito a 15 dias. Os milhares de merozoitas que s&o
lancados na corrente sanguinea e vao invadir os eritrocitos jovens, maduros ou
velhos dependem da espécie. A partir dai, inicia-se o segundo ciclo de reproducéo
assexuada dos plasmodios: o ciclo sanguineo ou eritrocitico. A espécie P. malariae
somente invade heméacias velhas (0,1% do total); P. vivax e P. ovale, por sua vez,
invadem preferencialmente as hemécias jovens enquanto o P. falciparum, hemécias
em qualquer fase do desenvolvimento (ANTINORI et al., 2012). Nos P. vivax e P.
ovale, uma parte dos parasitas mantém-se dormente no figado (os hipnozoitas) e
sao responsaveis pelas recaidas tardias (SUH et al., 2004). Na fase eritrocitica, os
merozoitas sofrem esquizogonia, originando trofozoitas e esquizontes, 0s quais se
rompem e liberam merozoitas que vao invadir novos eritrocitos. Apds um periodo de
reproducdo assexuada, alguns parasitas evoluem para gametdcitos (macro e

microgametdécitos), os quais séo ingeridos pelo mosquito vetor, reiniciando o ciclo.

Desta forma, o ciclo de transmissdo envolve: o plasmédio (parasito), o
anofelino (mosquito vetor) e humanos e eventualmente outras espécies suscetiveis
como PNHs ( bugios, macacos-prego e saguis). A infec¢cdo e/ou doenca em PNHSs,
guando na presenca de vetores, permite a continuidade transmissdo em ciclos
enzodticos (MS, 2019; CEVS, 2022).

2.2.3 Diagnéstico

O exame da gota espessa € 0 método oficialmente adotado no Brasil para o
diagndstico da malaria. Mesmo apdés o avanco de técnicas diagndsticas, este exame
continua sendo um método simples, eficaz, de baixo custo e de facil realizacao.
Quando executado adequadamente, é considerado padrdo-ouro pela Organizacao
Mundial da Saude (OMS) (MS, 2019).

Além da hematoscopia, existem outros métodos que vém sendo
desenvolvidos para o estabelecimento do diagndstico de malaria, tais como os

testes imunocromatograficos rapidos e a reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR).

Testes rapidos para a detec¢do de componentes antigénicos de plasmaodio —
testes imunocromatograficos sdo métodos de diagndstico rapido (TDRs) de malaria.

Em parasitemia superior a 100 parasitos/ul, podem apresentar sensibilidade de 95%
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ou mais gquando comparados a gota espessa. Grande parte dos testes hoje
disponiveis discrimina, especificamente, o Plasmodium falciparum das demais
espécies. Os TDRs devem ser utilizados para ampliacdo da rede diagnostica local e
priorizado em situacfes onde ndo é possivel a realizacdo do exame da gota espessa
por microscopista certificado e com monitoramento de desempenho (areas
longinquas e de dificil acesso aos servicos de saude, areas de baixa incidéncia da
doenca) (MS, 2019).

O diagndstico molecular para malaria comecou a ser testado em meados dos
anos 80 e tem mostrado grande progresso para aprimoramento e simplificacdo das
técnicas de extracdo do DNA. As técnicas moleculares mais utilizadas para o
diagnoéstico da malaria sdo o nested-PCR ou PCR convencional e o PCR em tempo
real. No entanto, em virtude do custo elevado, da necessidade de infraestrutura e
mao de obra especializada seu uso ainda é restrito a laboratérios de referéncia.
Estudos tém demonstrado que técnicas de PCR sdo mais sensiveis e especificas
gquando comparadas as técnicas microscépicas e ao teste imunocromatografico,
portanto com capacidade de deteccdo do parasito em pacientes com baixa
parasitemia (BRASIL, 2005).

O Plano Nacional de Combate a Malaria, baseado em estudos realizados no
Brasil e em vérios paises do mundo, considera que pacientes com PCR positivo
para malaria, mesmo assintomaticos, podem infectar mosquitos e /ou se tornar
sintoméaticos, sendo assim devem ser tratados quando o diagndstico for realizado
unicamente por essa técnica molecular (MS, 2022).

2.2.4 Sinais Clinicos

Os sintomas da malaria envolvem a cléssica triade: febre, calafrio e dor de
cabeca. Sintomas gerais — como mal-estar, dor muscular, sudorese, nausea e
tontura — podem preceder ou acompanhar a triade sintomatica. Contudo, esse
quadro classico pode ser alterado pelo uso de drogas profilaticas ou aquisicdo de
imunidade, e muitos desses sintomas podem ou ndo estar presentes e até mesmo
todos podem estar ausentes (BRASIL, 2005). Nos casos complicados, podem ainda
ocorrer dor abdominal forte, sonoléncia e redugao da consciéncia — podendo levar
ao coma nos casos de malaria cerebral. Na forma grave, o Plasmodium falciparum

causa danos e disfuncdo de varios sistemas ou 6rgdos: sistema nervoso central,
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sistema hematopoiético, aparelho respiratério, figado, sistema circulatoério, rins e
coagulacdo sanguinea, sendo considerada uma emergéncia médica que requer
suporte avancado e agilidade no diagndstico e instituicdo do tratamento (Gomes et
al., 2011). As gestantes, as criancas e as pessoas infectadas pela primeira vez estao
sujeitas a maior gravidade da doenca, principalmente por infeccdes pelo P.
falciparum, que, se néo tratadas adequadamente e em tempo habil, podem ser letais
(MS, 2019).

Diversos estudos trazem os sagtiis de tufo branco como modelos experimental
para infecgdes do Plasmodium, evoluindo desde cura espontanea a casos graves da
enfermidade (Pratt-Riccio et al., 2021), indagando o papel desses animais como

reservatorio da doenca (Figueiredo et al., 2017; Carrillo-Bilbao et al., 2021).

O desenvolvimento do parasita nos primatas ndo humanos é semelhante ao
observado nos humanos. A parasitemia geralmente é baixa e as infeccdes podem
durar poucos meses ou persistir por anos, no caso de P. brasilianum (DEANE,
1992). Os sintomas nos animais podem ser representados por febre, apatia, perda
de apetite e de peso, mas a malaria pode ter cura espontédnea; em cativeiro a
mortalidade por P. brasilianum pode ser alta (GARNHAM, 1966; DEANE, 1992).

As informagbes sobre a dinamica desses parasitas nos macacos do novo
mundo ainda sdo poucas. Em geral, o parasito ndo causa sintomas clinicos graves,
no entanto, podem ser debilitantes e o estresse pode desencadear a doenca. Uma
leve anemia pode estar associada ao numero pequeno de parasitos em alguns
individuos, mas ndo ha alteracdes clinicas aparentes. Os sinais clinicos relatados
em primatas com malaria consistem em irritabilidade, febre ciclica, depresséao, perda
de apetite e de peso (TOFT & EBERHARD, 1998). Apesar deste pouco impacto
aparente nos primatas, este parasito tem importancia para a saude publica, uma vez

gue sao sentinelas para a malaria humana (COATNEY et al., 2003).

2.3 Maléaria simia

Nos macacos do Novo Mundo foram encontradas, até hoje, apenas duas
espécies de plasmodios: o Plasmodium brasilianum, comumente encontrado em

macacos de diversas espécies na floresta Amazonica, Panama, Venezuela, Peru e
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na Mata Atlantica das regides Sul e Sudeste brasileiras, e 0 P. simium, de ocorréncia
restrita, predominantemente em macacos bugios (Alouatta guariba clamitans) na
Mata Atlantica das regides Sul e Sudeste do Brasil, sendo que esses dois parasitos,
similar com P. malariae e P. vivax, respectivamente, estdo envolvidos em situacoes
zoonoticas no bioma Mata Atlantica, sendo o seu vetor o Anopheles cruzii (VIEIRA,
2021).

Acreditava-se que 0 parasita que causava a malaria humana, infectava
apenas humanos, ndo tendo importancia epidemiolégica em relacdo a outros
reservatorios (TAUIL et al., 1985; CUROTTO et al.,, 2012), contudo estudos vem
mostrando que os parasitas simios ndo possuem especificidade de hospedeiro e sédo
muito mais diversos do que os parasitas humanos, tendo em vista esses aspectos
ndo podemos afirmar que plasmaodios de simios s infectam simios e plasmaodios de
humanos, s6 infectam humanos, pois sabemos que o P. simium e o P. brasilianum
ndo possuem distincdo morfoldgica, genética ou imunoldgica com os P. vivax e P.
malariae, respectivamente (COATNEY, 1971; DEANE, 1992; DUARTE et al., 2006,
2008; LIU et al., 2014; ALVARENGA et al. 2015; ASSIS et al., 2016;).

2.4 Malaria e os saquis de tufo branco

Assim como outras doencgas que circulam em animais silvestres, a malaria esta
fortemente associada as alteracbes ambientais, incluindo o desmatamento,
mudancas climaticas, reducdo de areas florestadas que interferem no equilibrio do
ecossistema, limitam geograficamente a distribuicdo das espécies, com prejuizos
diretos para a saude humana, dos animais domeésticos e silvestres (ABDALLA et al.,
2015). A relacéo entre malaria e desmatamento também ja foi descrita na Amazonia,
em outros estados brasileiros e na Africa (VASCONCELOS et al., 2006; PINA-
COSTA et al., 2014). A perda da biodiversidade implica em elevado risco de
doencas transmitidas por vetores, como a malaria, uma vez que a baixa oferta de
animais nas areas naturais os estimula a buscar novas fontes sanguineas, como
humanos e animais domésticos, que estdo no solo, e a se adaptarem a ambientes

degradados e abrigos ao redor ou mesmo dentro das casas.
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Desta forma, buscou-se o diagndstico para malaria em animais presentes em
centros urbanos da regido nordeste, considerada ndo endémica para a doenca e
avaliar se reflete a situacdo epidemiolégica na populacdo humana e se sao

possiveis reservatorios.

3 OBJETIVOS
3.1Geral
v Detectar a presenca de Plasmodium falciparum e P. vivax em saguis do tufo

branco (Callithrix jacchus) em regido extra-amazonica (ndo endémica) por

meio de técnica molecular qualitativo — nested PCR

3.2 Especificos
v Analisar possiveis dos fatores de riscos associados a positividade para

Plasmodium nos animais estudados

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Comissao de Etica

Foram analisadas amostras de sangue de saguis Callithrix jacchus ja coletadas
em trabalho em andamento denominado “Fatores Ecoldgicos e Antropogénicos
associados a Transmissdo da Raiva em Primatas”, com autoria de Julio Benavides e
orientacdo da Professora Doutora Jane Megid e aprovado pela Comissdo de Etica
na Utilizacdo de Animais com protocolo 258/2018 e aprovado como subprojeto com
Protocolo 029/2022.

4.2 Coletas das Amostras

As coletas foram realizadas, por conveniéncia, a campo e em locais que recebem
animais de vida livre e dos quais se conhece com precisdo a area de procedéncia
(por exemplo, Centro de Resgate de Animais Acidentados, Clinicas de Animais
Selvagens e Secretaria de Saude Ambiental), podendo assim associar a ocorréncia
com a localizacdo geografica. A regido estudada ndo € endémica para malaria em
humanos (MS, 2022).

Os animais foram capturados em armadilhas Tomahawk tendo banana como
atrativo, e em seguida, sedados utilizando as drogas recomendadas no Guia do

Ministério da Agricultura, que incluem o protocolo anestésico recomendado pelo
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Centro Nacional de Primatas (Cenp/SVS/MS), e que também é utilizado com
sucesso pela equipe da Divisdo de Vigilancia Ambiental em Saude (CEVS/SES) do
Rio Grande do Sul. O protocolo consistiu na seguinte associacdo de drogas:
Cloridrato de Cetamina (concentracdo 50 mg/ml), sendo dose de 10 — 15 mg/kg ou
0,2 — 0,3 ml/kg; Midazolan (concentracdo 5 mg/ml), sendo dose de 0,2 — 0,5 mg/kg
ou 0,04 — 0,1 ml/kg; e Levomepromazina (concentracdo 5 mg/ml), sendo dose de 0,2
— 0,5 mg/kg ou 0,04 — 0,1 ml/kg (MS, 2017). ApOs a coleta de amostra biologica de
sangue com anticoagulante, os animais foram soltos no mesmo local da captura e as
amostras congeladas a -80°C.

As coletas foram realizadas em 4 estados brasileiros e suas respectivas cidades
nos quais o0s saguis sao originarios, conforme a tabela 1abaixo e mapa em anexo.

Tabela 1: Localizagdo das coletas realizadas por conveniéncia e distribuicdo dos animais em

regido ndo endémica para maléria em humanos

Estado Cidade Nimero de animais
Salvador 12
Bahia
Alagoinhas 7
Recife 5
Olinda 2
Pernambuco
Caruaru 11
Gravata 11
Natal 4
Rio Grande do Norte Tibau do Sul 20
Séao Miguel do Gostoso 2
Jodo Pessoa 19
Princesa Isabel 4
Paraiba Catolé do Rocha 3
Conde 14
Campina Grande 7

4.3 Extracdo do DNA

A extracdo do DNA das amostras foi realizada com kit de extragdo comercial

(Qiagen®) conforme as normas do fabricante.
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O DNA obtido foi armazenado em aliquotas a -80°C com identificacdo do

processo e da data.

4 4 Reacdo em cadeia pela Polimerase

A pesquisa de Plasmodium sp foi realizada com o emprego da técnica de nested
PCR, que consistem em uma sequéncia de dois PCR, devido a maior sensibilidade e

especificidade com as demais técnicas.

A primeira técnica foi adaptada de Mapua et al. (2016), buscando diagndstico
para P. falciparum, amplificando na primeira reacdo um fragmento de DNA de
aproximadamente 930 pares de base do Gene do Citocromo B como alvo, como
descrito por Prugnolle et al. (2010) e com os primers DW2 e DW4. A segunda
reacdo consistiu em amplificar regido menor do fragmento anterior com os primers
Cytb1l/F e Cytbl/R. A primeira reacdo de PCR foi realizada com uma solucédo de
25uL, contendo agua Mili Q, buffer 10x, MgCl,, dNTP, polimerase Taq, e 0,5uL de
cada primer DW2 e DW4 na concentragao de 10pmol com a descri¢do do programa
na tabela 2.

Tabela 2. Descricdo do protocolo adaptado Prugnolle et al. (2010) para a reagéo de PCR — P.
faliparum

PCR |
Reagente Volume (uL) Programa
Agua Mili Q 15,85 95°C 15minutos
Buffer 10X 2,5 94°C 30 segundos
MgCl, (50mM) 1 60°C 1min30s X35
DW2 (10pmol/uL) 0,5 72°C 1min30s
DW4 (10pmol/ulL) 0,5 72°C 10min
dNTP (2,5mM) 0,5 10°C 10min
Taqg 0,15
Amostra 4

A segunda reacdo de PCR ocorreu com 0S mesmos reagentes anteriores,
além de 2uL de amplicon (resultado da PCR 1) e com 0,16pL de cada primer sendo
Citocromo B1/F e CitocromoB1/R, totalizando 25uL de solugdo, como descrito na
tabela 3.

Tabela 3. Descricdo do protocolo adaptado de Mapua et al. (2016) para a neted-PCR — P. falciparum

nested PCR |
Volume
Reagente Programa
read (1L) 9
Agua Mili Q 18,54 95°C 5minutos
Buffer 10X 2,5 94°C 30 segundos X35 |
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MgCI2 (50mM) 1 45°C 30s
CitocromoB1/R (25pmol/uL) 0,16 72°C 1min30s
CitocromoB1/F (25pmol/uL) 0,16 72°C 10min

dNTP (2.5mM) 0,5 10°C 10min

Taq 0,15
Amplicon 2

A técnica de PCR foi adaptada de Liu et al.( 2014), tendo como objetivo a
identificacdo de P. vivax, sendo os primers Pv2768p e Pv3287 utilizados na primeira
reacao de PCR , enquanto os primers Pv2870p e Pv3185 na reacdo de nested PCR,
produzindo um amplicon de 297 pares de bases. A alteracdo na técnica consistiu no

uso dos reagentes descritos anteriormente e com mesmo programa (Tabela 4).

Tabela 4. Descrigdo do protocolo adaptado Liu et al. (2014) para nested PCR — P. Vivax

PCR — P. vivax
PCR Nested PCR
Reagente Volume (uL) Reagente Volume (uL)
Primer Pv2768p (10pM) 0,2 Primer Pv2870p (10pM) 1
Primer Pv3287 (10pM) 0,2 Primer PV3185n (10pM) 1
Amostra 4 Amplicon 1

As leituras de ambas as técnicas foram realizadas em gel de agarose a 1,5%
com voltagem de 100V e corrente de 1000mA.

5 RESULTADOS

pY

As 125 amostras foram submetidas a ambas as técnicas de nested PCR,
buscando assim identificar tanto Plasmodium falciparum como P. vivax porém todas

resultaram negativas.

6 DISCUSSAO

A escassez de literatura para as zoonoses que acometem primatas ndo humanos
e seu papel como possivel hospedeiro e/ou reservatério € um tema amplo abordado
no ambito de Saude Unica — One Health. A rusticidade dos sagiiis de tufo branco, as
mudancas climaticas e a degradacdo de areas ambientais, aproximaram a espécie
dos seres humanos, possibilitando transmissdo de hemoparasitas. Na populacédo, o
desconhecimento da possibilidade de transmissdo de zoonoses e também dos

habitos alimentares e comportamentais dos Callithrix jacchus, propicia acidentes e
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manejo inadequado dos animais (MOTA & QUEIROZ, 2013; ALBUQUERQUE &
OLIVEIRA, 2014; NASCIMENTO et al., 2019).

A técnica de contencéo fisica, quimica e de coleta de amostras bioldgicas séo
obstaculos na producédo de literatura relacionada aos saguis, visto que necessitam
de armadilha especifica e a puncdo venosa nao produz grandes volumes
sanguineos para aliguotas numerosas, assim uma das maiores limitagbes desse

estudo é o niumero amostral, visto que néo é representativo da populacao.

A escolha do nested PCR como técnica diagnéstica para pesquisa de
Plasmodium €& viavel em centros de pesquisa e se faz importante devido
acondicionamento e transporte das amostras. A especificidade e sensibilidade da
técnica a tornam uma importante ferramenta para diagnostico e tratamento em
humanos; em primatas, a técnica é importante para pesquisa de animais positivos e
elucidacdo do potencial destes como reservatorios/sentinelas (DUARTE et al.,
2008), tendo assim impacto no controle e eliminagdo da malaria (FIGUEIREDO et
al., 2017). A baixa parasitemia nos animais estudados faz com que o PCR se torne
mais sensivel quando comparados com técnicas de microscopia e sorologia em
primatas neotropicais (FIGUEIREDO, 2015).

A prevaléncia de P. brasilianum em primatas ndo humanos capturados em
area préxima a habitacdes humanas, bem como casos de P. malariae na populacao
humana local e casos positivos de P. falciparum em primatas ndo humanos
constituem evidéncias adicionais da possivel inter-relagdo entre malaria humana e
de primatas ndo humanos e que estes podem eventualmente constituir em
reservatorio natural para a malaria humana, o que implicaria em futuras acfes de
controle da doenca na regido e na necessidade de busca ativa de diagnostico em
primatas ndo humanos (ARAUJO, 2013).

Figueiredo et al. (2017) confirmou a circulagdo de P. malariae/P. brasilianum
em primatas da regido da Amazonia maranhense com baixos niveis de parasitemia
e de anticorpos circulantes. Devido a sensibilidade como modelos experimentais
para malaria humana, a importancia destes como reservatério ainda é

desconhecido, tendo impacto no controle e eliminacdo da doenca na regiéo.
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Abreu (2019) investigou dois surtos zoondéticos de febre amarela e maléaria no
sudeste brasileiro em estados sob a influencia da mata Atlantica. A Unica espécie
infectada com Plasmodium sp. foi Alouatta guariba clamitans, sendo cinco com P.
simium/vivax, quatro com P. brasilianum/malariae e dois co-infectados. Em relagéo a
febre amarela, detectou-se virus em duas espécies de PNHs, Callithrix jacchus e A.
g. clamitans. Este estudo corroborou o papel central dos bugios na epidemiologia
destes dois agravos, ressaltando a importancia de pesquisa com os PNHs para

processos de vigilancia e controle.

O estado da Bahia concentrou 13.7% dos casos autoctones da regido extra-
amazonica e a cidade de Recife entre as 10 cidades extra-amazoOnicas com mais
casos positivos para malaria entre os anos de 2010 e 2021 (MS, 2022). Mesmo com
maior frequéncia da doenca nas regides de estudo, ndo conseguimos identificar
nenhum animal positivo. A deteccdo de infeccdo natural em C. jacchus € recente no
pais e seu papel como potencial reservatorio ainda nédo é elucidado (ALVARENGA
et al., 2017), sugerindo que a infeccdo pode ser favorecida pela presenca de vetores

e pela proximidade entre hospedeiros conhecidos (e desconhecidos) da malaria.

A reduzida quantidade de amostras obtidas para estudo € um importante fator
limitante para avaliar a verdadeira importancia desses animais como possiveis elos
da cadeia epidemiolégica da malaria no meio silvestre e sua interacdo com 0s

humanos.

Os estudos de vigilancia epidemiolégica se caracterizam como ferramentas
importantes para a caracterizacdo e deteccdo precico de possiveis reseratérios e
necessitam ser continuados para que medidas de controle e profilaxia assim como

educacdo em saude sejam implementadas.

7 CONCLUSOES
v' A nédo positividade para Plasmodium em sagiis do tufo branco reflete a

situacdo epidemioldgica da populacdo humana, em que se observam casos
isolados, porém ainda sdo necessarios estudos para e identificagcdo ou nao
desses animais como fontes de infecgéo, visto que tem potencial para serem

reservatorios.
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9 ANEXOS

Mapa 1: Localizagdo das coletas realizadas por conveniéncia e distribuicAo dos animais em

regido ndo endémica para maléria em humanos
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