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RESUMO

Em estudos anteriores sobre a maldria em primatas ndo humanos, nativos de florestas do
continente Americano, estdo registradas apenas duas espécies de plasmaédios, Plasmodium
brasilianum e P. simium, parasitas semelhantes aos da malaria humana, P. malariae e P.
vivax, respectivamente. Estes parasitas infectam naturalmente primatas da familia Cebidae e
Atelidae. O P. brasilianum foi observado em ampla distribuicdo geografica e parasitando um
grande nimero de espécies de primatas, ao contrario do P. simium, restrito a trés espécies nas
areas do Sul e Sudeste da Mata Atlantica do Brasil. Todavia, é possivel que essa distribuicéo
reflita uma subestimacdo, pois esses dados foram baseados, em sua maioria, em analises
microscopicas e penalizadas pelas dificuldades em obter amostras, limitando-as a um pequeno
numero de animais. A introducdo, no presente trabalho, de metodologias moleculares em
adicdo a microscopia para a deteccdo e identificacdo dos parasitas da maléria, permite abordar
o0 problema das relacdes entre malaria de primatas ndo humanos e malaria humana, uma vez
que interpretacdes conflitantes sobre a origem humana das malérias de primatas ndo humanos
no continente Americano ou, ao contrario, origem simiana da malaria humana, tem sido
proposta por diferentes autores. Peculiaridades da regido de Ronddnia, com areas florestais de
instabilidade devido a intensa intervencdo ambiental de origem humana favorecendo o contato
entre o homem e animais da floresta, permitiu um estudo preliminar da prevaléncia da maléria
de primatas ndo humanos e sua possivel relacdo com a maldria humana local. Foram coletadas
184 amostras de sangue de primatas ndo humanos e analisadas utilizando-se microscopia e
técnicas moleculares. As amostras estudadas foram de animais silvestres e de cativeiro. Os
animais silvestres foram de duas origens: (i) areas de instabilidade ecolégica (local de
construcdo de hidrelétricas, extracdo de madeira, etc) e (ii) areas atualmente estaveis (antigas
areas de mineracdo e extracao de borracha, atividade agricola estavel, etc.). De forma geral, a
frequéncia de infec¢bGes por Plasmodium foi de 10,3% (19/184), sendo maior em animais
selvagens (12,6%) do que em animais de cativeiro (4,1%). A maioria das infeccOes
observadas nos animais de diferentes espécies foi por P. brasilianum (18/19). Nenhum caso
de infeccéo por P. simium foi detectado. No entanto, foram observados 3 casos de infec¢do
por P. falciparum, estes em animais silvestres e de cativeiro (1,6%), sendo 2 dos casos
infeccbes mistas com P. brasilianum. Todas as amostras positivas foram de animais
pertencentes as familias Cebidade, Atelidae, Pitheciidae e um dos casos de infeccdo por P.
brasilianum inclui pela primeira vez a familia Aotidae. A prevaléncia de P. brasilianum em
primatas ndo humanos capturados em area proxima a habitagdes humanas, bem como casos
de P. malariae na populacdo humana local e casos positivos de P. falciparum em primatas
ndo humanos constituem evidéncias adicionais da possivel interrelagdo entre malaria humana
e de primatas ndo humanos e que estes podem eventualmente constituir em reservatério
natural para a malaria humana, o que implicaria em futuras ac6es de controle da doenca na
regido.

Palavras-chave: Primatas ndo humanos. Rondonia. Plasmodium brasilianum. Plasmodium
falciparum.



ABSTRACT

In previous studies of malaria in non-human primates dwellers of forests of the American
continent, only two species of Plasmodium parasites have been identified, Plasmodium
brasilianum and P. simium which are similar to those that infect humans, P. malariae and P.
vivax, respectively. These parasites are found naturally infecting primates of the Cebidae and
Atelidae families. P. brasilianum has been observed infecting a large number of primate
species widely distributed geographically, while P. simium has been observed in only three
non-human primates species in the southern and southeastern areas of the Brazilian Atlantic
Forest. The distribution of parasite and host species might however be underestimated as the
recorded data are mostly based on microscopic investigations on a relatively small number of
animals. The use of molecular techniques, in addition to microscopy for the detection and
identification of malarial parasites, helps clarify the existing issues between monkey and
human malaria, in view of the conflicting interpretations that have been proposed by different
authors on the origin of human malaria parasites in monkeys or conversely, on monkey
malaria parasites in humans, in the American continent. The peculiarities of the Rondonia
region, with forests in environmentally unstable areas due to human intervention leading to
close encounters of humans and wild animals allowed a preliminary study of the prevalence
of monkey malaria and its possible relationship with the local human malaria. One hundred
eighty-four blood samples of non-human primate were collected and analyzed by microscopy
and molecular techniques. The samples examined were from wild and captive animals. The
wild animals were from two sources: (i) areas with environmental instability (hydroelectric
dam construction, wood extraction areas, etc.) and (ii) stable areas (former mining and rubber
extraction areas, stable agricultural activities, etc.). In general, the frequency of infections by
Plasmodium was 10.3% (19/184), being more significant in wild (12.6%) than in captive
animals (4.1%). Infection by P. brasilianum was the most common in all species of monkeys
examined (18/19). No case of infection by P. simium was observed. However, some cases of
infection by P. falciparum were observed in wild and captive animals, 1.6%, two of them as
mixed infections of P. falciparum and P. brasilianum. All positive samples were from
animals of the Cebidade, Atelidae and Pitheciidae families and one case was observed for the
first time in one monkey of the Aotidae family. The prevalence of P. brasilianum in monkeys
caught near human inhabited areas, as well as cases of P. malariae in the local human
population, and positive cases of P. falciparum in non-human primates provide further
evidence of the possible interrelation between human and non-human primates malarias, the
latter being thus potentially a natural reservoir of human malaria, requiring additional control
measures for this disease in the region.

Keywords: Non-human primate. Rondonia. Plasmodium brasilianum. Plasmodium
falciparum.
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Introducdo

1. INTRODUCAO

A malédria é uma doenca infecciosa causada por protozoarios heteroxenos
pertencentes ao filo Apicomplexa, da familia Plasmodiidae, género Plasmodium, que
apresenta niveis elevados de prevaléncia, morbidade e mortalidade (WHO, 2012). H& cerca de
200 espécies conhecidas de plasmodios parasitas de diferentes grupos de animais vertebrados
e novas espécies continuam sendo descritas (PERKINS & AUSTIN, 2009). As espécies que
infectam naturalmente o homem sao: Plasmodium falciparum, descrito por Welch em 1897,
P. vivax, descrito por Grassi & Feletti em 1890, P. malariae, descrito por Laveran em 1881,
P. ovale, descrito por Stephens em 1922 e a espécie P. knowlesi, descrito por Sinton &
Mulligan em 1932, recentemente descrita como a quinta malaria humana (WHITE, 2008;
KANTELE & JOKIRANTA, 2011). As demais espécies infectam outros animais, incluindo
primatas ndo humanos, roedores, aves e répteis escamados (PERKINS & AUSTIN, 2009).

Todas as espécies de Plasmodium conhecidas sdo transmitidas por mosquitos,
dipteros da familia Culicidae, com excecdo de uma Unica espécie, P. mexicanum, que ocorre
em répteis e € transmitida por flebotomineos (Familia: Psychodidae) (AYALA & LEE, 1970).
Espécies de Plasmodium de aves sdo transmitidas principalmente por mosquitos do género
Culex e Aedes, mas raramente do género Anopheles (VALKIUNAS, 2005). No entanto, a
malaria nos mamiferos é transmitida Unica e exclusivamente por mosquitos Culicidae do
género Anopheles (COATNEY et al., 2003). Atualmente sdo conhecidas aproximadamente
400 espécies de Anopheles, mas apenas 60 sdo descritas como transmissoras da malaria em
condigdes naturais (TUTEJA, 2007).

O ciclo evolutivo do parasita é extremamente complexo, no qual o Plasmodium,
como parasita heteroxeno, evolui obrigatoriamente em dois hospedeiros para completar o seu
ciclo: o mosquito, hospedeiro invertebrado e vetor, e 0s hospedeiros vertebrados (Figura 1).
Durante o seu desenvolvimento, o parasita apresenta varias etapas, com formas morfoldgicas
distintas em cada hospedeiro. Uma Unica fase de desenvolvimento sexuado (esporogonia) no
mosquito, portanto hospedeiro definitivo e duas fases de multiplicacdo assexuada
(esquizogonia) no hospedeiro vertebrado. Nessa primeira fase € pré-eritrocitica e passa-se no
figado, na malaria de mamiferos e em células do sistema reticulo endotelial, na maléria de
répteis e aves, a segunda se passa sempre nos eritrocitos e é responsavel pela patologia
desenvolvida pelo parasita (PARAENSE, 1945; MILLER et al., 2002; STURM et al., 2006).
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Figura 1 - Ciclo bioldgico das espécies de Plasmodium. Fonte: Greenwood et al., 2008.

Apesar de o Plasmodium ter a capacidade de infectar uma variedade de hospedeiros
vertebrados, raramente causa doenca grave nos hospedeiros ndo humanos (ZILVERSMIT &
PERKINS, 2008). A malaria humana caracteriza-se como uma enfermidade sistémica, febril e
aguda, cuja gravidade e curso dependem da espécie de plasmédio, além do grau de imunidade
do hospedeiro (MILLER et al., 2002). J& em roedores e outros primatas, sabe-se que na
maioria dos hospedeiros experimentais a infecgdo é aguda enquanto que nos hospedeiros
natuaris é geralmente crdnica, com baixa parasitemia, com poucos sinais clinicos e podendo
haver cura espontanea (DEANE, 1992; LANDAU & CHABAUD, 1994; OZWARA et al.,
2003).
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A malaria humana tem um grande impacto econémico e social, por suas altas taxas
de morbidade e mortalidade em areas endémicas (WHO, 2012). As demais malarias merecem
atencdo por seu papel na pesquisa experimental (GALLAND, 2000) e relatos de transmissédo
zoondtica envolvendo primatas ndo humanos na Asia (SINGH et al., 2004; COX-SINGH &
SINGH, 2008; LEE et al., 2010; SERMWITTAYAWONG et al. 2012). Forte suspeita existe
também de zoonose envolvendo macacos da América do Sul (FANDEUR et al., 2000;
VOLNEY et al., 2002; DUARTE et al., 2008) mostrando assim a importancia de estudos

sobre a malaria de primatas ndo humanos.

1.1. Epidemiologia da malaria

A malaria apresenta ampla distribuicdo, ocorrendo principalmente em areas tropicais
da Africa, Asia, Américas Central e do Sul, Oriente Médio e Oceania (Figura 2).
Globalmente, estima-se que 3,3 bilhdes de pessoas estdo em risco de contrair maléria,

principalmente popula¢tes pobres (WHO, 2012).

I Paises ou areas onde ha ocorréncia de malaria
Paises ou arcas com risco limitado de transmissdo da maléria

Figura 2 — Distribuicdo mundial da maldria humana. Fonte: WHO, 2011.

Atualmente, a malaria é considerada endémica em 104 paises e territorios, sendo a
maioria destes paises localizados no continente africano. Aproximadamente 219 milhdes de

casos e 660.000 mortes foram registradas em 2010 em decorréncia da maléaria. Em torno de
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80% dos casos e 90% das mortes ocorreram no continente africano decorrentes de infecgdes
por P. falciparum, sendo a maioria delas em criangas com menos de 5 anos de idade e
mulheres gravidas. Nas Américas, a malaria ocorre em 21 paises, sendo o P. vivax
responsavel pela a maioria dos casos notificados na regido, com excecao das regides do Haiti
e Republica Dominicana (WHO, 2012).

O Brasil é o pais que apresenta 0 maior nimero de casos de malaria nas Américas
(WHO, 2012). A transmissdo é praticamente restrita a regido da Amazonia Legal, onde sdo
registrados 99,8% dos casos notificados no pais (OLIVEIRA- FERREIRA et al. 2010). Essa
regido é composta pelos estados do Acre, Amapa, Amazonas, Pard, Rond6nia, Roraima, Mato
Grosso, Maranhdo e Tocantins (Figura 3). Alguns casos de maléria no Brasil ocorrem fora da
area de transmissdo ativa da Amazdnia Brasileira, como 0s correspondentes casos autoctones
de malaria transmitida e mantida em pequenos focos com caracteristicas especificas
(OLIVEIRA-FEREIRA et al., 2010). Exemplos deles sdo aqueles relatados na Mata Atlantica,
possivelmente mantidos pela infecgdo de primatas ndo humanos (DEANE, 1992; CURADO
etal., 1997; CERUTTI et al., 2007; DUARTE et al. 2008).

Atlantic
Plurinationa Ocean
Pacific
Ocean
2o Insufficentdata |0 [ J0-=001 [ ]0.1-10 1.0-10 [10-50 [ls0-100 [l 100

Figura 3 — Distribui¢cdo dos casos confirmados de malaria no Brasil (por 1.000 habitantes). Fonte: WHO, 2012.

No Estado de Ronddnia foram notificados 23.123 casos de malaria em 2012,
correspondendo a 10% dos casos notificados no pais. E o quarto entre os estados da

Amazonia Legal, sendo os primeiros o estado do Amazonas, do Para e do Acre (Tabela 1). A
4
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distribuicdo da malaria € bastante heterogénea no estado de Rondénia, tendo municipios com
mais de 1.000 casos de maléaria (Porto Velho, Candeias do Jamari e Machadinho D’Oeste) e
vinte trés municipios com menos de 10 casos (BRASIL, 2013).

O municipio de Porto Velho, capital do Estado de Ronddnia, ocupa frequentemente o
primeiro lugar em termos de nimeros de casos de maléria, seguido pelos municipios de
Candeias do Jamari e Machadinho D’Oeste (BRASIL, 2013). Dos casos de malaria na capital,
aproximadamente 80% incide em areas ribeirinhas ou associadas a estas, observando-se
nestas areas um alto ndimero de portadores assintomaticos (ALVES et al., 2002;
KATSURAGAWA et al., 2008, 2009, 2010).

Tabela 1 — Casos de malaria nos Estados da Amazénia Legal, ano 2012.

Estados Total Positivo F Y F+V M Nao F

AM 82.692 6.793 74.183 509 - 1.209

PA 80.033 12.719 63.325 2.297 34 1.658

AC 26.729 5.743 20.212 146 - 230

RO 23.123 805 22.212 100 - 10

AP 12.882 2.575 9.618 204 44 441

RR 5.843 485 5.318 35 -

MT 1.055 102 934 16 -

MA 968 15 944 9 - -

TO 3 1 1 1 - -
N3o F = exame realizado através de teste rdpido. Em destaque cinza, os dados de Rondonia. Fonte:
BRASIL, 2013.

1.2. Maléaria humana

Tradicionalmente, sdo reconhecidas quatro espécies de parasitas de malaria humana:
P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae. Uma quinta espécie, P. knowlesi, originalmente
descrita infectando macacos no Sudeste Asiatico, foi descrita recentemente infectando
humanos (WHITE, 2008; KANTELE & JOKIRANTA, 2011). Em geral, estas 5 espécies
diferem uma das outras nas suas manifestacGes clinicas, resposta aos antimalaricos,
transmisséo, morfologia, imunidade que provocam nos hospedeiros, distribuicdo geogréafica e
seus padrdes de recaidas (LIU et al., 1998; TUTEJA, 2007; MOHAPATRA et al., 2008).

O P. falciparum é o causador da forma mais grave das malarias humanas, infectando
eritrocitos em qualquer estagio de maturidade e em consequéncia resultando em parasitemias
altas. Além disso, concentra-se nos pequenos vasos sanguineos de Orgdos interno vitais,

devido a sua capacidade de citoaderéncia, causando eventualmente complicagdes clinicas e
5
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morte (HEDDINI, 2002). Dessa forma, conhecida como ter¢cd maligna. A identificacdo
microscopica do P. falciparum é geralmente baseada na presenca de pequenos trofozoitos e
gametdcitos que apresentam formas caracteristica, com aspecto crescente ou em formato de
banana, inconfundivel com de outras espécies que infectam naturalmente o homem. Este
estagio surge no sangue periférico somente depois de 7 a 15 dias depois das crises febris
(DAY et al., 1998; EICHNER et al., 2001). P. falciparum é espécie mais estudada dos
plasmddios, por sua importancia epidemioldgica e pelo sucesso do cultivo in vitro. Em 2002,
um grande avanc¢o na luta contra este parasita foi alcangcado com o sequenciamento completo
de seu genoma (GARDNER et al., 2002). Entre os plasmédios, o P. falciparum é considerado
0 mais recente e evolutivamente o menos eficiente como parasita (COATNEY et al., 2003).

O P. vivax € responsavel pela tercad benigna, causando uma doenca mais branda,
embora questfes sobre as complicacdes associadas com a infecgdo por este parasita tenham
sido recentemente levantadas (BAIRD, 2007; ANDRADE et al., 2010; LACERDA et al.,
2012). A alta prevaléncia de maléria por P. vivax, provavelmente decorre do aparecimento
precoce do estagio infectante para o mosquito, os gametdcitos (PRICE et al., 2009) e a
persisténcia de estagio dormente (hipnozoita) que pode permanecer no figado por semanas a
anos (KROTOSKI, 1985; MUELLER et al., 2009). Na fase eritrocitica, todas as formas
sanguineas do parasita de P. vivax podem ser visualizadas no sangue periférico em
microscopia. Na maioria dos estagios, o tamanho do parasita é maior que o das outras
espécies de Plasmodium humano causando um aumento no didmetro das hemaécias
parasitadas, as quais apresentam granulacdes de Schiffner (GILLES, 1993). O parasita
preferencialmente invade reticuldcitos, o que limita a parasitemia para cerca de 2% dos
eritrocitos circulantes. Para invadir os eritrocitos o P. vivax requer a interacdo com antigeno
Duffy, o que explicaria a raridade de P. vivax na Africa Ocidental e Central, j4 que a maioria
da populacdo é Duffy negativo (MILLER et al., 1976). Entretanto, alguns trabalhos
descrevem a possibilidade de infecgdes por P. vivax em individuos Duffy negativo (RYAN et
al., 2006; CAVASINI et al., 2007; MENDES et al.; 2011). Por ser considerada “malaria
benigna”, leva a ser negligenciada em algumas regides, principalmente quando coexiste com
P. falciparum (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010). Além disso, a diversidade fenotipica de
P. vivax encontrada em populacdes de parasitas de diferentes regides, sugeri forte subdivisdo
genética (COGSWELL, 1992; LI et al., 2001; HULDEN & HULDEN, 2011).

O P. malariae, responsavel pela “maléria quartd”, esta presente no mundo todo
(COLLINS & JEFFERY, 2007; MUELLER et al., 2007), sendo mais comum na Africa
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subsaariana e sudoeste do Pacifico (GRASSI & FELETTI, 1890). O parasita é caracterizado
por um desenvolvimento lento (TSUCHIDA et al., 1982; GILLES, 1993; CHADEE et al.,
2000) e apresenta uma parasitemia de baixo grau, raramente excedendo 30.000 parasitas por
microlitro de sangue circulante, provavelmente devido a baixa producdo de merozoitos na
fase eritrocitica, juntamente com a preferéncia por eritrécitos maduros (GARNHAM, 1966).
Este parasita é capaz de persistir no sangue com baixa parasitemia por longo periodo (20-49
anos ou mais) (VINETZ et al., 1998; CHADEE et al., 2000; SIALA et al., 2005; COLLINS &
JEFFERY, 2007). Microscopicamente, esta espécie pode ser confundida com o P. vivax, o
que resulta em infecgOes subestimadas em algumas regides (CAVASINI et al., 2000;
MOHAPATRA et al., 2008). Uma caracteristica tipica da espécie de P. malariae, sédo as
formas de “faixa” ou “banda” que se estende ao longo do eritrocito parasitado no estagio de
trofozoito (GILLES, 1993). Historicamente, este parasita tem sido considerado de menor
importancia por causa da sua moderada infecgdo e baixa prevaléncia (BRUCE et al., 2007).

O P. ovale é responséavel por uma forma ter¢d benigna com ciclo de 48 horas
(COLLINS & JEFFERY, 2005). Infeccbes por P. ovale sdo raras, exceto na Africa
subsaariana e algumas ilhas do oeste do Pacifico. No entanto, a migracdo humana coloca a
possibilidade de sua presenca e estabelecimento em outras areas tropicais onde 0s vetores
possam estd presentes (COLLINS & JEFFERY, 2005; MUELLER et al., 2007). A
parasitemia é geralmente baixa durante a infeccdo por P. ovale, provavelmente devido ao
desenvolvimento restrito a eritrocitos jovens. A alteracdo produzida pelo P. ovale nos
eritrocitos infectados é semelhante ao produzido por P. vivax, onde esquizontes e gametocitos
sdo similares ao de P. malariae (GILLES, 1993). Outra similaridade ao P. vivax sdo as
recaidas, sendo as Unicas espécies de plasmédio humano capazes de produzir formas latentes
de Plasmodium (GARNHAM, 1980; MUELLER et al., 2009).

O P. knowlesi é reconhecido como a quinta espécie de Plasmodium humano
(WHITE, 2008; KANTELE & JOKIRANTA, 2011). Até agora, a transmissdo natural de
maldria por P. knowlesi ocorre a partir de macacos para humanos. Dessa forma alguns autores
acreditam que seja prematuro dizer que P. knowlesi seja a quinta espécie de malaria humana,
porque ndo ha relatos de casos de transmissdo do parasita na sequéncia humano—mosquito—
humano (YAMASAKI et al., 2011). Morfologicamente, o P. knowlesi apresenta semelhanca
ao P. falciparum no estégio inicial e ao P. malariae nos estagios maduros (SINGH et al.,
2004), constituindo um problema para o diagndstico e tratamento da doenca. Em varios paises

inimeros casos de malaria por P. knowlesi tém sido erroneamente identificados como P.



Introducdo

malariae através de analises microscopicas (KANTELE & JOKIRANTA, 2011). No entanto,
com o progresso do diagnostico molecular, a distingdo entre P. knowlesi e P. malariae foi
possivel, além de identificar a importancia da prevaléncia dessa espécie nos casos de malaria
humana, ndo somente na peninsula da Malasia, mas também em outras partes do Sudoeste da
Asia (SINGH et al., 2004; KANTELE & JOKIRANTA, 2011).

1.3. Malaria em primatas ndo humanos

A maléria em primatas ndo humanos tem apresentado especial interesse na area da
malariologia, desde a utilizacdo destes como modelo animal da malaria humana, para estudos
sobre a biologia do parasita e vacinas (WATERS et al., 1993). Com o0s avancos nesta area, a
partir da descricdo de varias espécies de Plasmodium nesses animais, da susceptibilidade
humana, do possivel papel de reservatorio e a relagdo filogenética desses parasitas com 0s
humanos, estes animais e seus parasitas passaram a apresentar um papel central na
compreensdo da origem e controle da doenca, possivel depois do avanco da biologia
molecular.

Os primatas ndo humanos sdo particularmente os hospedeiros mais numerosos e
vulnerdveis a infeccbes por Plasmodium, ocorrendo em vérias espécies de prossimios,
macacos do Velho Mundo Africanos e Asiaticos e macacos do Novo Mundo (COATNEY,
1971). Atualmente sdo descritas 65 espécies de primatas ndo humanos infectados
naturalmente por Plasmodium (CORMIER, 2011).

No inicio do século XX, a maléria de primatas ndo humanos comecgou a ser descrita,
quando a pratica de importacdo de animais exoticos, incluindo primatas ndo humanos tornava-
se comum pelo uso desses animais em circos e zooldgicos na Europa (LAL et al., 1988).
Entretanto, ao contrario do que ocorre com a malaria humana, objeto de grande interesse por
razdes médicas e em saude publica, relativamente pouco se conhece sobre a malaria de
primatas ndo humanos.

Atualmente sdo descritas 33 espécies de Plasmodium de primatas ndo humanos: sete
espécies sdo de chimpanzés e gorilas (Pan troglodytes e Gorilla gorilla) na Africa Central e
do Oeste, duas parasitam orangotangos (Pongo pygmaeus) na Indonésia e Malasia, quatro
infectam gibdes (Hylobates lar e Hylobates moloch) no Sudeste da Asia, onze infectam
macacos no Velho mundo (Familia Cercopithecidae) na Africa e Asia, duas infectam macacos

do Novo Mundo (principalmente da Familia Cebidade e Atelidae) na América do Sul e oito
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espécies infectam Iémures (Lemur spp.) em Madagascar (Tabela 2) (LECLERC et al., 2004;
OLLOMO et al., 2009; KRIEF et al., 2010).

Tabela 2 — Espécie de Plasmodium descritos em primatas e seus respectivos hospedeiros.
Grupo Local Espécie Hospedeiro

PFlasmodium rodhaini®

Plasmodim schwetzi® Pan troglodytes, Gorilla gorilla
Plasmodium reichenowi®
Chimpanzés e Gorlas | Afiica Cenrale Oeste | Plasmodium gaboni bt

Pan troglodytes

Plasmodium billcollinsi®
. b
h m Plasmodium adleri Gorilla gorill

Plasmodium blacklocki®™

Plasmodium pitheci

5 2sia & Malasi gy ey
Orangotangos Indonésia e Malasia Plasmodium sivaticum Pongo pygmaeus
Plasmodium eylesi
Gibdes Sudesde da Asia Pe’asmod’rfxm ;efﬂr}';.r Hylobates lar
Plasmodium youngi
Plasmodium hylobati Hylobates moloch
Plasmodium coatneyi Macaca fascicularis (Malasia e Filipinas)
Plasmodium cynomolei Macaca spp., Preshtis cnse‘almrs, Prebtis entellus
(sudeste da Asia)
Plasmodium fieldi Macaca nemestring (Malisia)
Plasmodium fragile Macaca sinica, Macaca radiata (Sri Lanka)

Plasmodium gonderi Cercocebus spp., ;‘Irfand’rﬂzjs leucophaeus
{Congo C amardes)
Cymopithecus niger, Macaca spp., P. cristatus,
Preshytis obscurus (sudeste da Asia)

M. fascicularts, M. nemestring, Preshytis malalophus

Macacos do Velho Afiica C enfral, Sule
Mundo Sudeste da Asia Plasmodium inui

5/‘@ Plasmodium know lesi (sudeste da Asiﬂ]
”\\&;‘" . Plasmodium shortti M. radiata (sul da India)
. Plasmodum smiovale M. smica (54 Lanka)
Plasmodium georgesi Cercocebus albigena, Cercocebus galeritus (Quénia)
Plasmodium petersi C. albigena (Uganda)
Alouatta spp.
Aotus vociferans
Ateles spp.
Brachyteles arachnoides
Cacajao calvus
Plasmodium brasilianum Callicebus spp.
Cebus spp.
Macacos Novo Mundo América do Sul Chirapotes spp.
Lagothrix spp.
Pithecia spp.
Saguinus spp
Saimiri spp.
Alouatta caraya
Plasmodium simium Alouatta guariba
Brachyteles arachnoides
Flasm od.’mm f.de}'z ) Lemur fubvus fulvus, Lemur fubous rufus
Plasmodium girardi
Plasmodium .uﬁei?bergi L. fubus fubus
Lémmres Madagascar Plasmodiu sp.
Plasmodium malagasi Propithecus verreauxi
Plasmodium percygarmhami
m Plasmodium coulangesi Lemur macaco macaco
Plasmodium bucki

a = Subgénero Plasmodium (BRAY, 1958).

b = Subgénero Laverania (BRAY, 1958).

i = P. billbrayi foi considerado da mesma espécie de P. gaboni (RAYNER et al. 2011).

ii = P. adleri referente ao P. GorA (RAYNER et al. 2011; DUVAL & ARIEY, 2012).

iii = P. blacklocki referente ao P. GorB (RAYNER et al. 2011; DUVAL & ARIEY, 2012).
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Em contraste com o elevado nimero de plasmdédios de macacos do Velho Mundo, de
onde atualmente tem sido descritas as novas espécies de plasmodio de primatas, apenas duas
espeécies sdo conhecidas de macacos do Novo Mundo (Tabela 2), P. brasiliamum (GONDER
& BERENBERG-GOSSLER, 1908) e P. simium (FONSECA, 1951). No entanto, este grupo
apresenta 0 maior nimero de espécies de primatas ndo humanos silvestres infectados por
Plasmodium (CORMIER, 2011).

O P. brasilianum é responsavel pela malaria quartd, descoberto por Gonder &
Berenberg-Gossler (1908) em Cacajao calvus (uacari-branco) da Amazoénia Brasileira (Figura
4). Apresenta uma ampla distribuicdo geogréfica, sendo encontrado na floresta Amazoénica do
Panama, Venezuela, Peru, Colémbia e Brasil, bem como na Mata Atlantica das regides Sul e
Sudeste do Brasil (DEANE, 1992). O P. brasilianum ndo sO apresenta uma ampla
distribuicdo, mas parasita uma grande variedade de macacos do Novo Mundo. Atualmente, 35

espécies de macacos selvagens foram encontradas com P. brasilianum (CORMIER, 2011).

>
\.
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N — L4

Figura 4 — Cacajao calvus (uacari-branco) da Amazonia Brasileira. Fonte: http://www.scientificlib.com.

Até 1951, P. brasilianum era a Unica espécie de malaria de primatas ndo humanos
conhecida nas Américas, quando a espécie de P. simium, foi descoberta em sangue de um
Alouatta guariba (bugio ruivo) no Sul do Brasil, sendo responsavel pela malaria terca
(FONSECA, 1951). Ao contrario do P. brasilianum, o P. simium ndo sO apresenta uma
restrita distribuicdo geografica, mas também foi descrito em apenas trés espécies de primatas

(Figura 5): Alouatta guariba, Brachyteles arachnoides (macaco muriqui ou monocarvoeiro) e
10
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o0 Alouatta caraya (bugio preto), na Mata Atlantica do Sul e Sudeste do Brasil (DEANE,
1992; DUARTE et al., 2008). No entanto, a sua distribuicdo geografica ainda é questionada,
ja que a maioria dos dados é baseada apenas em analise de microscopia de sangue periférico,
método de baixa sensibilidade (DUARTE et al., 2006).

Brachyteles arachnoides - muriqui ‘

Figura 5 — Espécies de primatas ndo humanos susceptiveis naturalmente ao P. simium. Fonte: wikipeia.org.

O Anopheles (Kertezia) cruzii é o transmissor conhecido de ambas as espécies de
Plasmodium (P. simium e P. brasilianum) na regido Sul e Sudeste da Mata Atlantica. Na
regido Amazonica, ainda ndo se conhece ao certo o vetor envolvido nesta transmisséo
(DEANE, 1969; DEANE & FERREIRA-NETO, 1969; DEANE et al., 1969; LOURENCO-
DE-OLIVEIRA & LUZ, 1996). An. cruzii é uma das espécies mais abundantes na regido Sul e
Sudeste do Brasil , sendo conhecido como vetor da “maléria de bromélia”, j& que os verticulos
das bromélias servem de criadouros dos vetores. Além disso, possui uma caracteristica
peculiar, a dispersdo vertical, 0 que favorece o contato tanto com os primatas ndo humanos
como com os humanos (DEANE, 1992).

O desenvolvimento do parasita nos primatas ndo humanos € semelhante ao

observado nos humanos. A parasitemia geralmente é baixa e as infec¢des podem durar poucos
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meses ou persistir por anos, no caso de P. brasilianum (DEANE, 1992). Os sintomas nos
animais podem ser febre, apatia, perda de apetite e de peso, mas a malaria pode ter cura
espontanea. E em cativeiro a mortalidade por P. brasilianum pode ser alta (GARNHAM,
1966; DEANE, 1992). Em geral, poucas sdo as informacGes sobre a dinamica desses
parasitas, principalmente em campo (COATNEY et al., 2003).

As infecgOes sdo consideradas altas, em geral, em torno de 10%, sendo mais
representativas nos casos de P. brasilianum. No Brasil, sdo registrados 14,3% dos casos,
tendo a regido Sudeste a que apresenta maior percentagem 35,6%, seguido pela Regido Sul,
com 18%, 10% na Regido Amazonica e ausente na Regido semi-arida do Nordeste (Figura 6)
(DEANE, 1992). O género Alouatta reune o maior nimero de infec¢fes quando comparado
com os demais primatas (DEANE, 1992; FANDEUR et al., 2000).

Nordeste

Centro-Qeste

35,6%

D P. brasilianum

I:I P. brasilianum + P. simium

Figura 6 — Infec¢do por Plasmodium de primatas ndo humanos no Brasil. Fonte dos dados: DEANE, 1992.

Na Regido Amazonica, a percentagem representa apenas P. brasilianum, pois casos
de parasitismo por P. simium nunca foram registrados (DEANE, 1992; LOURENCO-DE-
OLIVEIRA & DEANE, 1995), apesar de a regido possuir uma das espécies susceptivel a este
parasita, 0 Alouatta caraya, e uma das maiores faunas silvestres de primatas. O vetor, An.
cruzii, ndo esta presente na regido, mas o P. brasilianum ndo deixou de existir entre as
espécies de primatas da Amazonia, tendo entdo outros potenciais vetores relacionados com a
transmisséo desse parasita (WARREN & WHARTON, 1963; DEANE, 1992; LOURENCO-
DE-OLIVEIRA & LUZ, 1996). Além disso, ndo se descarta a possibilidade de abrangéncia da
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distribuicdo geografica de P. simium e de espécies de primatas susceptiveis para P.
brasilianum e P. simium, ja que os dados se baseiam em andlises de baixa sensibilidade e a

amostragem de espeécies analisadas € relativamente pequena.

1.4. Relagdo da maléria de primatas ndo humanos com a maléria humana

Um dos grandes interesses em relatos ao estudo da malaria de primatas ndo humanos
se deve ao fato da maior parte destes plasmddios apresentarem uma relacdo com a malaria
humana, além de que, infecgdes naturais em seres humanos por Plasmodium de primatas ndo
humanos ja foram relatadas (Tabela 3) (EYLES et al., 1960; CHIN et al., 1965; DEANE et
al., 1966).

As duas espécies de Plasmodium responsaveis por manter a malaria de primatas ndo
humanos nas Américas, P. brasilianum e P. simium, sdo semelhantes aos parasitas da maléria
humana, P. malariae e P. vivax, respectivamente (Tabela 3). E em torno delas surge ha anos
uma grande discussdo sobre a possibilidade de serem a mesma espécie, pois o nivel de
similaridade abrange as caracteristicas morfologicas, imunologicas e genéticas (COCHRANE
et al., 1985; DEANE, 1992; ESCALANTE et al., 1995; COATNEY et al., 2003; DUARTE et
al., 2006).

Tabela 3 — Espécies de Plasmodium de primatas ndo humanos que apresentam semelhancas
morfoldgicas com as espécies de Plasmodium que acometem o homem.

Plasmodium de

primatas nao Area de distribuicdo Plasmodium humano
humanos
Asia
P. coatney Mal3sia, Filipinas P. falciparum
P. cynomolgi* india, Indonésia, Malasia, Sri Lanka, Taiwan P. vivax
P. eylesi Malasia P. vivax
P. fragile india, Sri Lanka P. falciparum
P. hylobati Indonésia P. vivax
P. inui india, Indonésia, Maldsia, Filipinas, Sri Lanka, Taiwan P. malariae
P. jeffreyi Indonésia, Malasia P. vivax
P. knowlesi* China, Indonésia, Malasia, Filipinas, Singapura, Tailandia, Taiwan  P. malariae, P. falciparum
P. pitheci Malasia P. vivax
P. simiovale Sri Lanka P. ovale
P. silvaticum Maldsia P. vivax
P. youngi Maldsia P. vivax
América do Sul
P. brasilianum Brasil, Colombia, México, Panama, Peru, Venezuela P. malariae
P. simium* Brasil P. vivax
* = Espécies de Plasmodium com relatos de infec¢do natural em humanos. Fonte: Adaptagio de

http://www.cdc.gov/mmwr/preview/mmwrhtml. Acesso em 12/02/2013.
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O P. brasilianum ¢ indistinguivel do P. malariae humano, com base nas observacGes
morfoldgicas e caracteristicas biologicas (TALIAFERRO, 1932; DUNN, 1965; YOUNG,
1970; COCHRANE et al., 1985). Imunologicamente, 0s anticorpos contra esses dois parasitas
apresentam reacdo cruzada (COCHRANE et al., 1984, 1985). Dados genéticos de genes do
18S rDNA, SSU rRNA, citocromo b mtDNA e estrutura primaria codificante das proteinas
CSP (Circumsporozite protein — Proteina Circumsporozoita) e MSP-1 (Merozoite Surface
Protein — 1 — Proteina 1 da Superficie de Merozoito), sugerem que essas espécies sejam na
realidade uma Unica espécie (LAL et al., 1988; ESCALANTE et al., 1995; FANDEUR et al.,
2000; LECLERC et al., 2004). O mesmo acontece com o P. simium quando comparado com o
P. vivax (GOLDMAN et al., 1993; Ll et al., 2001; LECLERC et al., 2004).

Tazi & Ayala (2011) adicionaram novos dados genéticos sobre a similaridade de
P.brasilianum e P. malariae, com relacdo a dois genes nucleares, SSU rRNA e 0 gene
codificante da proteina MSP-1. No entanto ressaltam que o nimero limitado de cepas de
Plasmodium de primatas ndo humanos disponiveis para analise torna a discussao ainda sem
conclusdes definitivas. Historicamente, o caso da origem filogenética do P. falciparum, é
exemplo da inseguranca introduzida por falta de dados. Isso determinou que sua origem fosse
inicialmente descrita como sendo de plasmodio aviario, enquanto atualmente (CORMIER,
2011), gracas a descri¢do da variedade de plasmodios encontrados em gorilas, chimpanzés e
bonobos e suas estruturas moleculares relacionados com os da malaria humana maligna,
esteja-se chegando a importantes conclus@es sobre a linhagem filogenética do P. falciparum
como derivada dos parasitas de macacos do Velho Mundo Africanos (RAYNER et al., 2011;
DUVAL & ARIEY, 2012).

A anélise epidemioldgica dessas espécies de malaria de primatas ndo humanos, toma
por base alelos do segmento de DNA responsavel pela sintese de RNA ribossémico, assim
como genes codificantes de proteinas (CSP e MSP-1), ou anticorpos monoclonas contra
epitopo semelhante ao Plasmodium dos humanos (FANDEUR et al.; 2000; VOLNEY et al.,
2002; DUARTE et al., 2006, 2008). Desta forma, em areas onde circulam simultaneamente
esses Plasmodium de primatas ndo humanos e humanos, existe a possibilidade de que a
malaria se comporte como uma zoonose ou mesmo antropozoonose, onde a tradicional
dindmica de transmissdo da malaria humana, possa ter um novo modelo de transmissdo, como

sugerido no caso das infec¢des de P. knowlesi (Figura 7).
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@

Figura 7 — Modelo de transmissdo de P. knowlesi em humanos. Fonte: YAKOB et al., 2010.

1.5. Malaria, uma zoonose ou antroponose?

As infecgdes naturais em humanos por Plasmodium de primatas ndo humanos
(Tabela 3) eram raras e praticamente acidentais (EYLES et al., 1960; CHIN et al., 1965;
DEANE et al., 1966). No entanto, com os varios casos descritos de P. knowlesi em humanos
no Sudeste da Asia nos Gltimos anos, deixou de ser incomum a ponto desta espécie ser
considerada a quinta malaria humana (COX-SINGH & SINGH, 2008; WHITE, 2008).

No Brasil, apenas um caso de infeccdo humana por plasmodio de primatas néo
humanos foi registrado, sendo este por P. simium. Essa infeccdo ocorreu em Cantareira
(Sudeste do Brasil), onde P. simium ¢ altamente enzod6tico (aproximadamente 60% dos bugios
sdo infectados), de certo modo considerado por alguns um caso acidental, devido ao fato de
ser um dos guardas florestais que realizava capturas de vetores na copa das arvores (DEANE,
1992), mas néo deixa de mostrar a possibilidade deste tipo de infeccao.

Na regido Sul e Sudeste do Brasil, os surtos de malaria humana que ocorrem na
regido sdo algumas vezes suspeito de terem origem de primatas ndo humanos, pois ocorrem
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em locais onde a transmissdo de malaria humana foi controlada. Com efeito, a prevaléncia da
maléria de primatas ndo humanos é alta nessas regiGes onde o vetor, o An. cruzii, pode
participar dessa transmissdo zoondtica devido a sua dispersdo vertical, que lhe permite se
alimentar tanto ao nivel do solo quanto ao nivel da copa das arvores (DEANE, 1992).

InfeccOes naturais por P. brasilianum aparentemente ndo foram registradas em
humanos no Sul e Sudeste do Brasil. Entretanto, a transmissdo da malaria de primatas ndo
humanos para humanos e vice-versa, parece ndo ser um evento tdo raro na floresta
Amazonica, como demonstrado nos resultados de alta prevaléncia de anticorpos contra P.
brasilianum/P. malariae em primatas ndo humanos e em populagdo indigena da Amaz6nia
Brasileira (DE ARRUDA et al., 1989; DEANE, 1992) e nos trabalhos de Fandeur et al.,
(2000) e Volney et al., (2002) na regido da Guiana Francesa em populacao rural. Esses fatos
sugerem a existéncia de uma zoonose nessas regides (DEANE, 1992; DUARTE et al., 2006,
2008), mas uma antroponose também pode ser sugerida, ou mesmo ambas.

Recentemente, a direcdo de transferéncia de hospedeiro foi avaliada com a
comparacdo da diversidade génica das espécies de Plasmodium humanos e de primatas ndo
humanos para as espécies de P. brasilianum e P. simium verso P. malariae e P. vivax (TAZI
& AYALA, 2011), o que poderia sugerir a ocorréncia de uma zoonose ou antroponose.
Interessantemente, P. malariae pode ter sido derivado de cepas de P. brasilianum (TAZI &
AYALA, 2011; GUIMARAES et al., 2012), e 0 oposto para P. vivax, P. simium pode ter sido
derivado de P. vivax, ou seja, teriamos uma antroponose e uma zoonose, respectivamente. No
entanto, o limitado ndmero de sequéncias genbmicas, principalmente das espécies de
Plasmodium de primatas ndo humanos ainda deixa lacunas para essa discussdo (TAZI &
AYALA, 2011).

Neste contexto, a ocorréncia de malaria em primatas ndo humanos deve ser melhor
investigada, principalmente na regido Amazoénica, onde apresenta uma das maiores
diversidades da fauna silvestre de primatas, prevaléncia de casos de malaria humana e grande
acao antropica, resultando em um aumento do contato entre humanos e primatas néo
humanos. Estas investigacbes poderdo dar subsidios importantes das relacfes da malaria

humana com a malaria de primatas ndo humanaos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Estudar a maléria de primatas ndo humanos e sua relacdo com a malaria humana no

Estado de Rond6nia, Amazénia Ocidental Brasileira.

2.2. Objetivos especificos

v

v

Obter amostras sanguineas de primatas ndo humanos mantidos em cativeiro e
selvagens do Estado de Rondonia;

Detectar e identificar infecgfes por Plasmodium sp. em primatas ndo humanos
utilizando exames microscopicos (esfregaco e gota espessa) e moleculares: PCR
(amplificacdo do gene que codifica a subunidade 18S do rRNA) e sequenciamento de
fragmentos amplificados;

Determinar infecgdes por P. malariae em amostras de DNA gendmico de pacientes da
regido de Porto Velho utilizando exames moleculares: PCR (amplificacdo do gene que
codifica a subunidade 18S do rRNA) e sequenciamento de fragmentos amplificados;
Avaliar o potencial zoonético dos primatas ndo humanos a partir do xenodiagnéstico

com o principal vetor da maléria humana na Amaz6nia, Anopheles darlingi.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Consideragcdes Eticas

O projeto de tese foi aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal
(CEUA) do Instituto de Pesquisa em Patologias Tropicais de Rondénia (IPEPATRO), Porto
Velho, sob o registro CEUA/IPEPATRO 2009/1. Além disso, todos os procedimentos neste
estudo foram aprovados em total conformidade com as autorizacdes especificas emitidas pelo
Sistema de Autorizagdo e Informacéo em Biodiversidade (SISBIO), processo nimeros 14081-
3 e 17302-1, para manipulacdo dos animais selvagens.

Para as analises de amostras de origem humana, o projeto também possui aprovacéo
no Comité de Etica em Pesquisa Nacional (CEP), sob o nimero CEP/CEPEM/77561.

Todas as licengas encontram-se em anexo.

3.2. Amostras de primatas e area de estudo

As amostras de primatas ndo humanos foram obtidas em éareas do Estado de
Rondo6nia, incluindo duas éareas nas fronteiras com os Estados do Amazonas e Mato Grosso,
entre julho de 2009 a novembro de 2012. As localidades de captura foram predominantemente
areas de Floresta Amazénica, com excecdo de trés localidades (Pimenta Bueno - RO, Cabixi -
RO e Comodoro - MT), que representam areas de transicdo de Floresta Amazonica e Cerrado
(Figura 8).

Os animais analisados pertenciam a dois grupos: (i) animais de cativeiro e (ii)
animais selvagens. Os animais de cativeiros eram mantidos proximos das areas de habitacdo
humana, como os do Parque Ecolégico de Porto Velho e os animais apreendidos pelo IBAMA
(Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis), na maioria das
vezes, mantidos em residéncias de cidades, como animais de estimacdo, em areas rurais ou
periféricas. Os dados de origem dos animais de cativeiro sdo desconhecidos por se tratar de
animais apreendidos.

Os animais selvagens foram coletados em 11 localidades diferentes, sendo estas
classificadas de acordo com as alteragdes ambientais efetuadas na area (Figura 8):

1) Areas florestais de instabilidade ecoldgica: Cujubim (fazenda Manoa, com

extragdo de madeira), Porto Velho (construgdo de duas Usinas hidrelétricas
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(UHEs) no Rio Madeira — Santo Antonio e Jirau), Pimenta Bueno (construgdo de
uma Pequena Central Hidrelétrica — PCH no Rio Machado — Rondon I1) e duas
areas de ocupacdo com assentamentos agricolas em Séo Francisco do Canutama —
AM e Candeias do Jamari — RO.

2) Areas florestais atualmente estaveis: FLONA do Jamari (antiga mineradora de
estanho em Itapud D’Oeste), Machadinho D’Oeste e Costa Marques (antiga area
de extracdo de borracha) e em duas areas de manchas florestais preservadas de

grandes monoculturas de soja em Cabixi — RO e Comodoro — MT.

Areas florestais de instabilidade
Sédo Francisco do Canutama (AM)
UHE Jirau

UHE Santo Antonio

Manoa

Candeias do Jamari

PCH Rondon IT

\
-13 600' * \\\ _____ ére;ig;lzs;:lis aiitllalmente estaveis
' Q)< 8. Machadinho D*Oest
0 150 300 km \1 9. C:sctaal\/llarq?les =
& 10. Cabixi
= AN e -

~66°00’ -64°00’ -62°00’ -60°00
Figura 8 - Mapa de Rondoénia, norte do Brasil, mostrando as localidades incluidas no estudo.
RegiGes hachuradas em cinza escuro representam os municipios contidos em areas florestais de instabilidade
ecoldgica, e as regides hachuradas em cinza claro em dreas florestais atualmente estaveis. Os nimeros
representam as localidades onde foram realizadas coletas de sangue de primatas ndo humanos.

QN AW N

As coletas eram realizadas em sua maioria em fragmentos florestais pela equipe do
Laboratorio de Mastozoologia e Taxidermia da Universidade Federal de Rond6nia (UNIR)
sob a supervisdo da pesquisadora Mariluce Rezende para obtencdo de material destinado as
Colecbes de Referéncia de Vertebrados Terrestres do Estado de Rondodnia, sendo cedidas
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amostras de sangue de primatas ndo humanos para o presente estudo. E no caso de areas de
construcdo das UHEs e da PCH de Rondon I1, as amostras foram coletadas por nossa equipe,
durante o resgate dos animais antes da transferéncia dos mesmos para areas de soltura, sob a
orientacdo da equipe de resgate das empresas contratadas pelas concessionarias responsaveis
pela construcdo das usinas.

A identificagdo dos animais foi realizada de acordo com as caracteristicas
morfologicas, sendo estes classificados em familias, género (RYLANDS & MITTERMIER,
2009) e espécies (EMMONS & FEER, 1997).

O sangue foi obtido por pungdo da veia femoral dos animais previamente
anestesiados por um veterinario especializado e recolhidos em tubos a vacuo com
anticoagulante. O volume de sangue variava de acordo com o peso e as condig¢des fisicas do
animal avaliadas pelo veterinario.

As amostras de sangue foram transportadas para o Laboratério de Entomologia da
Fundacdo Oswaldo Cruz de Rondonia (FIOCRUZ-RO), onde foram centrifugadas para
separacdo de hemdcias, plasmas e leucdcitos e congeladas a -20°C. Para as coletas,
processamento e transporte das amostras foram utilizados materiais descartaveis e protecdo

individual.

3.3. Amostras de origem humana

As amostras de origem humana foram selecionadas a partir de um banco de DNA
gendmico de pacientes obtidas em projetos anteriores pelas instituicbes CEPEM (Centro de
Pesquisa em Medicina de Rondénia) e IPEPATRO. Essas amostras sdo de pacientes de areas
ribeirinhas de Porto Velho, como Vila Candeléria, Cachoeira do Teot6nio e Jaci Parana, onde
apresentam altos indices de malaria humana, com casos de infec¢cdes assintomaticas e alta
densidade de Anopheles, além das habitacdes humanas estarem proximas de fragmentos
florestais.

Os critérios de inclusdo das amostras de origem humana foram os seguintes: (i)
amostras positivas para P. vivax e P. falciparum em exames microscOpicos e negativas em
PCR para P. vivax e P. falciparum (Unicas espécies analisadas nos projetos anteriores); (ii)
amostras negativas exames microscopico e em PCR;

Este critério teve como objetivo selecionar amostras possivelmente infectadas por P.

malariae, ja que é a espécie humana que apresenta semelhanca ao Unico Plasmodium de
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primatas ndo humanos identificado em nossa regido, o P. brasilianum, e que é praticamente
ausente segundo as analises microscopicas realizadas no Estado (Tabela 1). De modo que seja

possivel avaliar a real presenca de casos de P. malariae em humanos na nossa regiao.

3.4. Testes parasitoldgicos

3.4.1. Gota espessa e esfregaco

O preparo e a coloracdo das laminas de gota espessa e esfregaco foi realizada de
acordo com as técnicas preconizadas pela WHO (2005). Antes da puncdo venosa, foi
realizada a assepsia com alcool 70% na regido femoral dos animais e ap6s a puncao, a agulha
utilizada na coleta de sangue foi substituida por uma nova agulha estéril para transferéncia do
sangue para o tubo a vacuo, evitando assim qualquer tipo de contaminacdo com o pelo do
animal.

As laminas eram preparadas com pequenas gotas que restavam da seringa apds a
transferéncia do sangue para os especificos tubos de coleta de sangue. Para cada animal eram
preparadas duas laminas de gota espessa e dois esfregacos, de acordo com a quantidade de
sangue disponivel durante a coleta.

Na coloracdo da gota espessa, no primeiro momento as laminas eram mergulhadas
em solucdo de azul de metileno por 10 segundo e em seguida mergulhadas rapidamente em
um recipiente de dgua tamponada para remoc¢do do excesso de azul de metileno. Apds este
procedimento, as laminas eram colocadas em placas de coloragdo com o lado da gota voltada
para superficie da placa, onde foram adicionado uma solugdo de Giemsa na propor¢éo de 1
gota de corante para 1ml de &gua tamponada para coloracdo por 10 minutos. Apds este
periodo, as laminas foram mergulhadas em agua tamponada para retirada do excesso do
corante e finalmente secas a temperatura ambiente (BRASIL, 2009).

Para a coloracdo de esfregaco foi utilizado o kit comercial Pandtico Rapido LB —
Laborclin Produtos para Laboratorios Ltda. O esfregago foi submetido & acdo de fixador e
duas solugbes corantes, por meio de imersdes de 5 segundos cada, e ao final da ultima
imersdo lavada com agua destilada para retirada do excesso de corante e secada a temperatura
ambiente.

A leitura das laminas foi realizada de modo duplo cego por microscopistas do

CEPEM, que rotineiramente realizam diagnostico microscopico de malaria em humanos que
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procuram este servico na instituicdo. Além disso, uma revisdo de leitura das laminas ainda era

realizada pelo responsavel do Laboratorio de Epidemiologia da FIOCRUZ-RO.

3.4.2. Xenodiagndstico

O xenodiagostico foi realizado a partir da alimentacdo direta de mosquitos nos
animais anestesiados, com uma duracdo de 15 minutos. A espécie de mosquito utilizada no
xenodiagnostico foi de An. darlingi, F1 (primeira geracdo), com idade alada de 3 a 5 dias,
criados no Laboratdrio de Entomologia da FIOCRUZ-RO de acordo com a metodologia
descrita por Araujo et al. (2012).

Para cada animal foram utilizados 40 mosquitos para obtencdo de uma média de 20
mosquitos alimentados no xenodiagndstico, ja que nem todos realizam o repasto sanguineo
durante o procedimento. Os mosquitos alimentados no xenodiagnético foram mantidos no
insetario do Laboratério de Entomologia da FIOCRUZ-RO com umidade (80%),
temperaturas (27 + 1° C) e fotoperiodo diario de 12 horas, condi¢do propicia para o
desenvolvimento do parasita (KLEIN et al. 1991a, 1991b; COATNEY et al., 2003).

A disseccdo foi realizada de acordo com a técnica descrita por Consoli & Lourengo-
de-Oliveira (1994), ap6s 11 dias da alimentacdo dos mosquitos no xenodiagnéstico para
pesquisa de oocistos por andlise microscopica. A definicdo de 11 dias para disseccao foi
baseada de acordo com o descrito por Klein et al. (1991a,b) em infec¢bes com P. vivax e P.
falciparum e por Coatney et al. (2008) em infeccdes com P. brasilianum de modo que
aumentasse as chances de visualizacdo de oocisto e esporozoito de todas as espécies de
plasmadios avaliadas.

As amostras positivas (estbmago positivo) foram submetidas a extracdo de DNA por
hidroxido de sodio e deteccdo da espécie de Plasmodium pela técnica de Semi Nested PCR

Multiplex descrita no item 3.5.2.

3.5. Testes moleculares

3.5.1. Extracédo de DNA

Para a extracdo do DNA gendmico de amostras de sangue de primatas ndo humanos

utilizamos o Kit Comercial de Extracdo da GE (lllustra genomicPrep Mini Spin Kit, GE
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Health Care — 28-9042-65), a partir de uma das aliquotas de hemécias de cada amostra de

primatas ndo humanos.
3.5.2. Semi Nested PCR Multiplex

Para a detec¢do de Plasmodium foi realizada uma das técnicas de PCR, Semi Nested
PCR Multiplex, a partir da amplificacdo de fragmentos do gene da regido 18S rRNA do
Plasmodium. Neste PCR, os primers foram desenhados de forma que na primeira reacao
(Semi Nested PCR) se obtenha um fragmento correspondente ao género de Plasmodium. E na
segunda reacdo (Multiplex PCR) seja possivel identificar 4 espécies de Plasmodium: P.
falciparum, P. vivax, P. malariae/P. brasilianum e P. simium, de acordo com o fragmento
amplificado, (Tabela 4 e Figura 9).

Na primeira reagéo (Semi Nested PCR), os fragmentos foram amplificados em uma
reacdo contendo: 1,5pl de tamp&o de Tagq DNA Polimerase 10X com 25mM de Mg®* (5
primer), 1,5ul de desoxinucleotideo trifosfatados (ANTPs) 2mM cada um (Invitrogen®), 1,5pl
dos primers (2,5uM de cada primer plgen18SF e plgen18SR), 1ul de Taqg DNA polimerase
HotMaster 5U/ul (5 primer) e 5ul de DNA gendmico, sendo o volume final ajustado com
agua estéril para um volume final de 15ul. Na segunda etapa (Multiplex PCR) a reacdo
continha: 1,5ul de tamp&o de Taq DNA Polimerase 10X com 25mM de Mg (5 primer),
1,5ul de desoxinucleotideo trifosfatados (ANTPs) 2mM cada um (Invitrogen®), 1,5ul dos
primers (2,5uM de cada primer plgenl8SR, fal18SF, viv18SF, mal/bral8SF, sim18SF), 1ul
de Tag DNA polimerase HotMaster 5U/ul (5 primer) e 1,5ul do produto da primeira reacdo
de PCR sem diluig&o, totalizando um volume final igual ao da primeira reagéo de PCR.

Tabela 4 — Primers do gene 18S rRNA para identificacdo de Plasmodium por Semi Nested PCR

Multiplex
Primer Sequéncia Tamanho do fragmento
12PCR 789pb
plgen18SF TATTAAAATTGTTGCAGTTAAAACG
plgen18SR CTGTCAATCCTACTCTTGTC
22 PCR’
fal18SF GAATCCGATGTTTCATTTAAACTGG 747pb
viv18SF AACGCCGTTAGCTAGATCCAC 686pb
bra/mal 18SF GTTAAAACAGTTTCTGTGTTTTGAATA 498pb
sim18SF AACACTGGAAAGCCTTTGCCTAAAA 343pb

a = primer desenhado para espécies de Plasmodium encontrados na area de estudo, incluindo as variantes de
P. vivax.
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Figura 9 — Posicdo do primer do género e dos primers especificos em relagdo ao gene 18S rRNA de P. vivax
(GenBank #PVU93234).
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A PCR foi realizada em um termociclador (Veriti 96 Well Thermal Cycler - Applied
Biosystems) nas seguintes condigdes: desnaturacdo 95°C por 3 minutos, seguido de 30 ciclos
de 95°C por 3 segundos, 52°C por 30 segundos e 68°C por 1 minuto; segunda reacao
(Multiplex): desnaturacdo a 95°C por 3 minutos, seguido por 30 ciclos de 95°C por 30
segundos, 55°C por 30 segundos e 68°C por 1min, sem a necessidade do ciclo final.

Os amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1% em tampao
de TAE 1X. Apos a corrida o gel foi corado com brometo de etidio e os produtos visualizados
e fotodocumentados em aparelho ImageQuant (GE Healthcare®).

Todas as amostras positivas para Plasmodium eram submetidas a uma nova extracao
de DNA e reagédo de PCR para confirmacdo do resultado. Ressaltando que toda manipulacao
de amostras de primatas foram realizadas separadas das amostras de origem humana. As
amostras de primatas ndo humanos foram processadas no Laboratério de Entomologia
Molecular da FIOCRUZ - RO e as amostras de origem humana no Laboratério de
Epidemiologia Molecular do CEPEM, evitando assim qualquer tipo de contaminagdo entre

essas amostras.

3.5.3. Sequenciamento

Os produtos amplificados foram primeiramente clonados em plasmidio pPGEM®-T-
Easy (Promega), conforme instrugdes do fabricante, e, Escherichia coli da cepa TOP10
guimicamente competentes foram transformadas com o plasmidio recombinado com o Kit Z-
Competent™ E. coli transformation (ZYMO RESEARCH CORP). Os insertos do DNA
clonado foram amplificados por PCR de col6nia utilizando primer SP6/T7.
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Os fragmentos clonados e amplificados foram purificados para sequenciamento pelo
método EXoSAP-IT® (USB-Affymetrix, Santa Clara, CA, EUA) e submetidos ao
sequenciamento na VCU — NARF (Virginia Commonwealth University - Nucleic Acids
Research Facilities) e FIOCRUZ Bahia (Centro de Pesquisas Gongalo Moniz — Fiocruz).

Os dados brutos foram editados com o programa Sequencher (Gene Codes, Ann
Harbor, MI) e as sequéncias identificadas por BLASTn — Basic Alignment Search Tool
Program for Nucleotides (ALTSCHUL et al., 1990) no NCBI/GenBank.no NCBI/Genbank.

As sequéncias correspondentes aos produtos de PCR obtidas na primeira reacéo
foram submetidas ao BLASTn para confirmacdo da identidade das sequéncias e, em seguida
analisadas quanto a porcentagem de identidade, empregando-se o método de multipla
progressdo de Clustal W Multiple alignment (THOMPSON et al., 1994) por meio do
programa MEGA4 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis — Sofware Version 4;
TAMURA et al., 2007). A anélise de identificacdo foi, ainda, realizada comparando-se 0s
isolados obtidos neste estudo com as sequéncias de referéncia para espécies depositadas no
GenBank.

As amostras obtidas neste estudo estdo sendo depositadas no GenBank como novas

sequéncias para o0 gene 18S rRNA.
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4. RESULTADOS

4.1. Amostras bioldgicas

4.1.1. Primatas ndao humanos

Foram coletadas 184 amostras de sangue de primatas ndo humanos, dos quais 27%
(49/184) eram animais de cativeiro e 73% (135/184) animais selvagens (Figura 10). As
amostras coletadas representam praticamente todas as espécies de primatas registradas em
Rond6nia pertencentes as cinco familias: Callitrichidae, Cebidae, Aotidae, Pitheciidae e
Atelidae, em um total de 21 espécies. As Unicas espécies de primatas conhecidos da regiao e
ndo coletadas foram Mico rondoni (espécie recentemente descrita em Rondonia: FERRARI et

al., 2010) e Callimico goeldii (sagui goeldi), ambos da familia Callitrichidae.

Cativeiro
27%

Selvagem

713%

Figura 10 — Distribuicdo percentual do nimero de amostras obtidas de animais mantidos em cativeiro e
animais selvagens.

A espécie mais comum foi Sapajus apella (macaco-prego) (17,9%), seguido pelas
espécies Pithecia irrorata (parauact ou macaco velho) e Ateles chamek (coatd ou macaco-
aranha-de-cara-preta), 12% de cada espécie. As espécies menos comuns foram Sapajus cay
(macaco-prego) e trés espécies de sagui (Callibela humilis, Saguinus labiatus e Callicebus
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bernhardi), das quais foram coletas amostras de apenas um animal de cada espécie,
correspondendo a 0,5% (Figura 11).

B |nfectados

Mumero de espécimes

B MNio infectados

Figura 11 — Numero de primatas ndo humanos analisados com as respectivas espécies infectadas. Numeracdo a
cima das barras indica o numero de animal infectado por Plasmodium.

4.1.2. Humana

De acordo com o critério de selecdo das amostras de DNA de origem humana de
plasmadio, foram selecionadas 180 amostras de DNA gendmico de plasmddios de trés areas
ribeirinhas de Porto Velho — RO, conforme descrigdo na tabela 5.

Tabela 5 — Amostras DNA de plasmddios de origem humana selecionadas para a avaliacdo de
infeccdo de P. malariae por Semi Nested PCR Multiplex.

. Cachoeira do . , . L.
Localidades . Jaci Parana Vila Candelaria Total
Teotdnio

Total 25 39 116 180
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4.2. Testes Parasitolégicos
4.2.1. Microscopia

Todos as amostras obtidas dos primatas ndo humanos foram submetidas & anélise de
lamina de gota espessa e /ou esfrego e apenas 3 apresentaram parasitemia detectada (1,6%),
sendo estas procedentes de animais de cativeiro, com formas sugestivas para plasmodio
(Figura 12). Todas as formas de Plasmodium observadas nas laminas positivas apresentavam
semelhancas com as formas de P. vivax, sendo estas diagnosticadas inicialmente como P.
vivax, pelos microscopistas da instituigéo.

O numero de parasitas e a qualidade da preparacdo das laminas impediram o

diagnostico de algumas laminas, sendo estas consideradas negativas.

¥

A B &

Figura 12 — Formas de P. brasilianum em lamina de esfregaco de Lagothrix cana cana (macaco-barrigudo).
Coloragdo pandtica rapida, utilizando o principio de coloracdo de Romanowski. (A) Trofozoito; (B) Esquizonte;
(C) Gametdcito imaturo. Morfologicamente, as formas apresentadas sdo semelhantes as formas de P. vivax.

4.2.2. Xenodiagostico

Dentre os 184 animais avaliados 80 (43,5%) destes foram submetidos ao
xenodiagndstico, tendo em vista as dificuldades logisticas envolvidas na realizacdo do mesmo
em animais selvagens. No entanto, 23 animais (28,75%) ndo foram avaliados devido a
problemas tais como a ndo alimentacdo dos mosquitos ou a morte dos mesmos antes da sua
disseccdo. Os 57 animais restantes apresentaram uma taxa de infeccdo de 17,5% (10/57) nas
analises microscépicas e 4,0% (2/57) nas analises moleculares (Tabela 6).

O numero de mosquitos positivos no xenodiagndstico por animal avaliado variou de
1 a 3 espécimes enquanto que 0 numero de oocistos presentes em cada mosquito dissecado

variou de 1 a 2 formas por lamina (Figura 13). Todas as amostras positivas por microscopia
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(presenca de oocisto) formam submetidas ao Semi Nested PCR Multiplex para identificacéo

da espécie de Plasmodium, sendo estas identificadas como P. brasilianum.

Tabela 6 — Animais avaliados no xenodiagnéstico.

Primatas nao humanos Mosquitos
. . . PCR® Alimentados/ Microscopia® PCR®
Origem Espécie .
+ dissecados + +
Alouatta puruensis - 13/11 - -
Aotus nigriceps - 18/14 1 -
Ateles chamek - 20/20 1 -
Ateles chamek - 30/10 1 -
Ateles chamek - 20/14 - -
Ateles chamek - 20/19 1 -
Ateles chamek - 20/18 1 -
Ateles chamek - 22/20 - -
Callibela humilis - 4/3 - -
Callicebus brunneus - 33/8 - -
Cebus albifrons - 28/20 - -
Lagothrix cana cana - 19/18 - -
Lagothrix cana cana - 20/19 - -
Lagothrix cana cana - 32/30 - -
Lagothrix cana cana - 15/11 - -
Lagothrix cana cana - 11/11 - -
Cativeiro Lagothrix cana cana - 12/12 - -
Lagothrix cana cana - 6/4 2 -
Lagothrix cana cana - 17/12 - -
Pithecia irrorata - 17/11 1 -
Pithecia irrorata - 10/8 - -
Pithecia irrorata - 21/15 - -
Saimiri boliviensis - 10/6 - -
Sapajus apella - 35/30 2 -
Sapajus apella - 15/12 - -
Sapajus apella - 23/20 - -
Sapajus apella - 10/8 - -
Sapajus apella - 8/5 - -
Sapajus apella - 22/19 - -
Sapajus apella - 15/11 - -
Sapajus apella - 10/5 - -
Sapajus apella - 8/7 - -
Sapajus apella - 8/3 - -
Sapajus apella +Pb 5/3 - -
Alouatta puruensis - 12/10 - -
Alouatta puruensis - 10/4 - -
Alouatta puruensis - 25/8 - -
Selvagem Alouatta puruensis - 20/9 - -
Alouatta puruensis - 5/3 - -
Aotus nigriceps - 20/11 - -
Aotus nigriceps - 5/2 - -
Ateles chamek - 16/1 - -
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Ateles chamek - 13/6 - -
Callicebus brunneus - 21/20 - -
Callicebus brunneus - 3/2
Callicebus dubius +Pb 8/5 3 3
Cebuella pygmaea niveiventris - 5/2 - -
Cebuella pygmaea niveiventris - 4/1 - -
Chiropotes albinasus - 16/8 - -
Lagothrix cana cana - 16/1 - -
Lagothrix cana cana +Pb 7/3 1 1
Pithecia irrorata - 25/14 - -
Pithecia irrorata +Pb 24/16 - -
Pithecia irrorata +Pb 25/13 - -
Pithecia irrorata +Pb 21/17 - -
Saimiri boliviensis - 9/3 - -
Sapajus apella - 9/4 - -
Total 6 896/600 10 2

a = Semi Nested PCR Multiplex de amostra de sangue de primatas ndo humanos

b = Microscopia do estbmago de mosquito An. darlingi

¢ = Semi Nested PCR Multiplex dos estdmagos de mosquito An. darlingi positivos em microscopia
individualmente

+ Pb = animal positivo para P. brasilianum.

Figura 13 — Lamina fresca do estdmago de An. darlingi alimentado em Lagothrix cana cana infectado com
oocisto de P. brasilianum.

4.3. Identificacdo de Espécie de Plasmodium por PCR e Sequenciamento

4.3.1. Primatas ndo humanos

No Semi Nested PCR Multiplex, do total de 184 amostras avaliadas, 19 revelaram-se
positivas para Plasmodium, incluindo os animais positivos pela microscopia, apresentando
uma taxa de infeccdo de 10,3% (19/184), sendo 8,7% (16/184) positivas para P. brasilianum,
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0,5% (1/184) para P. falciparum e 1,1% (2/184) para infeccdo mista (P. falciparum + P.
brasilianum) (Figura 14). N&o foi detectada infecgéo por P. vivax ou P. simium em nenhuma
das 184 amostras analisadas, apesar da alta prevaléncia de infec¢bes por P. vivax na
populacdo humana em algumas regides do Estado de Rond6nia. Dessa forma, a taxa de
infeccdo revelada por microscopia foi 1,6% (3/184), enquanto que por Semi Nested PCR
Mutiplex foi 10,3% (19/184) (Tabela 7).

As seguintes espécies de primatas ndo humanos foram encontradas infectadas com
Plasmodium sp.: Sapajus apella (macaco-prego) e Saimiri ustus (macaco de cheiro ou méo de
ouro) da familia Cebidae; Callicebus brunneus (zogue-zogue), Callicebus dubius (zogue-
zogue), Chiropotes albinasus (cuxiu-de-nariz-branco) e Pithecia irrorata (parauact ou
macaco-cabeludo) da familia Pitheciidae; Alouatta puruensis (bugio ou guariba), Ateles
chamek (coatd ou macaco-aranha-de-cara-preta) e Lagothrix cana cana (macaco-barrigudo)
da familia Atelidae; e Aotus nigriceps da familia Aotidae (Figura 11 e Tabela 7). Este ultimo é
descrito aqui pela primeira vez como sendo naturalmente infectados com Plasmodium, neste
caso com P. brasilianum, originario de area afetada pela construcdo da UHE de Jirau.

DNA positivo para P. falciparum foi detectado em espécimes de Alouatta puruensis
(animal de cativeiro), Callicebus brunneus e Lagothrix cana cana (animais selvagens), das
quais duas espécies (Callicebus. brunneus e Lagothrix cana cana) tinha infeccdes mistas (P.
falciparum + P. brasilianum). Do total de 21 espécies de primatas ndo humanos examinadas,
10 espécies foram encontradas infectadas com Plasmodium (Tabela 7).

A espécie de primata ndo humano com o segundo maior nimero de espécimes
avaliadas (22) e com a maior taxa de infeccdo foi a Pithecia irrorata (Familia Pitheciidae),
com uma taxa de infeccdo de 27,3% (6/22). A familia Pitheciidae apresentou maior taxa de
infeccdo 20,5% (9/44 espécimes da familia Pitheciidae). Além da espécie Pithecia irrorata, as
seguintes espécies dentro desta mesma familia foram encontradas infectadas: Callicebus
brunneus (1/11), Callicebus dubius (1/2) e Chiropotes albinasus (1/2). Com excecdo da
familia Callitrichidae, todas as familias de primatas ndo humanos tiveram representantes
infectados (Tabela 7).

Com relagdo ao local de origem dos animais, observa-se um maior nimero de
infeccdes por Plasmodium em animais selvagens (17/135) que em animais de cativeiro, dos
quais apenas 2 animais foram encontrados infectados (2/49). Dentre os animais selvagens, o
namero de infec¢do por Plasmodium foi maior em animais de areas florestais de instabilidade

ecolodgica, que em animais de areas florestais atualmente estaveis (Tabela 8).
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Figura 14 — Detecgdo de infecgdo por P. brasilianum e infecgdo mista (P. brasilianum + P. falciparum) em
amostras de primatas ndo humanos pela amplificagdo de PCR Multiplex. (PM) Peso molecular 100 pares de
base: pb; (S69) e (570) DNA de Pithecia irrorata positiva para P. brasilianum; (S71) DNA de Saguinus weddelli
negativo para Plasmodium; (S72) DNA de Callicebus brunneus e (S103) DNA de Lagothrix cana cana positivo
para P. brasilianum + P. falciparum; (H,0) controle negativo.

Tabela 8 — Numero de infec¢do por Plasmodium em primatas ndo humanos por Semi
Nested PCR Multiplex, de acordo area de coleta.
Primatas nao humanos

Area . Infectados com
Avaliados .
Plasmodium
Floresta com instabilidade ecoldgica 82 11
Floresta atualmente estavel 53 6
Cativeiro 49 P
Total 184 19

4.3.2. Humanos

Dentre as 180 amostras de DNA de origem humana avaliadas, 6 estavam positivas
para P. malariae, correspondendo a uma taxa de infecgdo de 3,3%, anteriormente diagnosticas
como P. vivax e negativas nas analises microscopicas (Tabela 9). As amostras positivas para

P. malariae sdo de pacientes de Vila Candelaria, onde foram avaliadas 116 amostras (Tabela
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5). Vila Candeléria é uma &rea que esta sendo afetada pela constru¢cdo da UHE de Santo
Antbnio e como as demais areas apresentam populacdo de primatas ndo humanos nos
fragmentos florestas préximos das areas de habitacdo humana.

Nestas analises moleculares, além das amostras positivas para P. malariae,

observados também amostras positivas para P. vivax e P. falciparum (Tabela 9).

Tabela 9 — Numero de infec¢do por Plasmodium em humanos por Semi Nested PCR Multiplex
comparado com as analises microscépicas realizadas anteriormente.

Cachoeira de Teotdnio Jaci Parana Vila Candelaria

Gota Gota Gota Total de
Diagndstico PCR PCR PCR PCR +
Espessa Espessa Espessa
\Y 20 4 10 1 30 6 11
F 4 2 - - - - 2
M - - - - - 6 6
Neg 1 19 29 38 86 104 161
Total 25 39 116 180

V = P. vivax; F = P. falciparum; M = P. malariae; Neg = Negativo. Em destaque cinza, os casos de P. malariae.

4.4. Analise das sequéncias do gene 18S rRNA

O sequenciamento foi realizado a partir dos produtos de PCR de todas as amostras
positivas para Plasmodium de primatas ndo humanos e humanos, sendo confirmado o
diagnostico. Nesta analise utilizamos as sequéncias das amostras amplificadas a partir da 1°
PCR (fragmento correspondente ao género), pois algumas foram sequenciadas a partir do 2°
PCR (fragmento espécie especifica) por ndo obtencdo do fragmento da primeira reacdo de
PCR — Semi Neste PCR (provavelmente devido ao fato de menor quantidade de DNA do
parasita).

Quando comparadas com sequéncias de Plasmodium do Genbank, foi demonstrada
similaridade de mais de 90% entre 10 amostras de primatas ndo humanos e P. brasilianum/P.
malariae, 3 amostras de primatas ndo humanos e P. falciparum e 4 amostras de origem
humana e P. brasilianum/P. malariae.

As andlises dos alinhamentos das 3 sequéncias representativas de primatas (S39, S69,
S141) para P. brasilianum apresentaram menos de 1% de divergéncia entre elas. Quando
comparadas com sequéncias de P. brasilianum (AF130735) e P. malariae (AF145336 e
AF145336) foi demonstrado maior similaridade para P. brasilianum 99,48% que para P.
malariae 99,97%. Ja& nas amostras de origem humana os alinhamentos de 3 sequéncias

representativas de P. malariae (H105, H116, H163) demonstraram menos de 2% de
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divergéncia entre elas e quanto comparadas com sequéncias de P. brasilianum e P. malariae
apresentaram maior similaridade para P. brasilianum (99%) que para P. malariae (98%).

Na analise das 3 sequéncias de P. falciparum obtidas de primatas ndo humanos (S34,
S72, S103), o alinhamento demonstrou menos de 0,5% de divergéncia entre elas. Quando
comparadas com sequéncias de P. falciparum do Genbank (HQ283220) apresentou
similaridade de 99,56%.

Sequéncias obtidas de P. brasilianum de primatas foram comparadas com sequéncias
de referéncia para espécies depositadas no GenBank: sequéncia completa de P. malariae
Uganda -1/CDC (M54897; GOMAN et al., 1991), parcial sequéncia de isolados de Papua
Nova Guiné (AF145336, MEHLOTRA et al., 2000) e parcial sequéncia P. brasilianum
(AF130735; FANDEUR et al., 2000), assim como das sequéncias completa do gene A de P.
falciparum (M19172; MCCUTCHAN et al.,, 1988) e P. vivax (X13926; WATERS;
MCCUTCHAN, 1989). O alinhamento parcial das sequéncias (Figura 15) mostra a
similaridade existente entre as sequéncias de primatas e P. malariae e P. brasilianum, com
divergéncia entre as sequéncias de P. falciparum e P. vivax. O alinhamento completo

encontra-se no Anexo 5.

10 20 30 40 50 60 70 80

I I I I I I I I

Pm Uganda 1 ATAttaaaattgttgcagttaaaacgCTCGTAGTTGAATTTCAAGGAATCAATATTTTAAGTAATGCTTTGTATATTTAT
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S39 T e e e e e e e e e e e e e e
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S141 cee AL Ao, L
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Figura 15 — Alinhamento multiplo parcial das sequéncias do gene 18S rRNA obtidas de primatas ndo humanos
com sequéncias do GenBank. As sequéncias obtidas de primatas ndo humanos sao alinhadas com a sequéncia
de P. malariae (Pm) Uganda-1, bem como uma sequéncia parcial de Papua Nova Guiné (PNG) e isolado P.
brasilianum (Pb) do Genbank. S39, S69 e S141 indicam as trés amostras representativas de primatas ndo
humanos diagnosticadas como P. brasilianum. Letras minusculas indicam a regido do primer Plgen18SF género
especifico. Pfindica P. falciparum e Pv P. vivax. (.) mesmo nucleotideo e (-) gaps.
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5. DISCUSSAO

O impacto e a interagdo da malaria de primatas ndo humanos na dinamica de
transmissdo da malédria humana em areas onde ambos hospedeiros coexistem ainda ndo sdo
bem esclarecidos. Na regido Amazonica, aonde existem densas florestas povoadas por uma
grande diversidade de animais, as dificuldades na investigacdo dessa dinamica se relacionam,
principalmente, as poucas oportunidades para obtencdo de amostras de primatas ndo humanos
em areas onde a malaria humana esta sempre presente.

Neste estudo foi investigada a ocorréncia de infecgdo por Plasmodium em primatas
ndo humanos no estado de Ronddnia na Amazonia Ocidental Brasileira, aonde se encontram
areas de alta prevaléncia de malaria humana. Os primatas ndo humanos incluem animais
criados em cativeiro e selvagens. Os animais selvagens estudados pertenciam a duas areas
distintas: (i) area de floresta de instabilidade ecolégica (local de construcdo de hidrelétricas,
extracdo de madeira, etc.) e (ii) area de floresta atualmente estavel (antigas areas de
mineracao e extracdo de borracha, atividade agricola, etc.).

Os resultados obtidos pela analise de microscopia revelaram indices de parasitemia
muito baixos nos primatas ndo humanos. A baixa parasitemia em primatas ndo humanos €
comum, no entanto, esta se apresenta persistente em infeccGes por P. brasilianum (DEANE,
1992) e/ou P. malariae (HAYAKAWA et al., 2009). Em casos de parasitemia muito baixa, a
leitura de ldaminas ndo € eficiente para a deteccdo de parasitas demandando tempo em demasia
para uma analise confiavel. Além disso, este tipo de exame pode levar a uma identificacdo
errbnea de diferentes espécies de plasmaédios, sendo algumas morfologicamente dificeis de
distinguir entre si (AVILA, 2005), principalmente em se tratando de espécies de plasmodios
de primatas ndo humanos e humanos (COCHRANE et al., 1985; COATNEY et al., 2003).

Ao se comparar os resultados de microscopia com o0s moleculares, observamos
grandes discrepancias. O que ndo causa surpresa, pois € sabido que a sensibilidade e
especificidade da microscopia sdo limitadas por véarios fatores (SNOUNOU et al., 1993).
Além disso, o diagnéstico de P. vivax em todas as laminas de primatas ndo humanos
registradas neste estudo como positivas, ndo foi confirmado nas analises moleculares, sendo
na verdade P. brasilianum, devido a similaridade morfologica entre P. brasilianum e P.
malariae (COCHRANE et al., 1985) e igualmente entre P. malariae e P. vivax (COATNEY

et al., 2003). Esta semelhanca morfoldgica dificulta o diagnostico preciso de casos de P.
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malariae em humanos no Estado de Rondbnia como em todas as regifes onde esta espécie
ocorre (CAVASINI et al. 2000; SCOPEL et al. 2004).

Até 0 momento a caracterizacdo de P. brasilianum, assim como de P. malariae por
microscopia € feita pela observacdo de pequenas particularidades apresentadas tais como 0s
meédios trofozoitos de P. malariae e P. brasilianum que se dispde em faixa transversal dentro
das hemécias. Embora estas formas de faixas possam ser encontradas no sangue de todas as
espécies de macacos susceptiveis a infeccdo, ocorrem com maior frequéncia em espécies de
Alouatta (COATNEY et al., 2003). No entanto, ndo foi possivel a observacao das formas de
faixas tendo em vista que nenhum primata infectado por P. brasilianum pertencia ao género
Alouatta.

Ao realizarmos a analise molecular das amostras de primatas ndo humanos,
percebemos a quantidade significativamente maior de resultados positivos para PCR,
similarmente a estudos prévios (FANDEUR et al., 2000; DUARTE et al., 2008). Das 184
amostras analisadas, obtivemos 19 resultados positivos (10,3%) para Semi Nested PCR
Multiplex contrastando com apenas 3  amostras positivas (1,6%) para as analises
microscopicas. Em quase todos os casos, a parasitemia observada foi muito baixa e, por
vezes, a ma qualidade das laminas devido as dificuldades logisticas bem como a pequena
quantidade de sangue obtido de alguns animais, impediram a identificacdo das espécies de
parasitas ou até mesmo a obtencdo de inequivocos diagndsticos por microscopia Otica.

No Brasil, a malaria de primatas ndo humanos ndo apresenta distribuicdo uniforme,
sendo mais frequente na regido Sudeste, seguida pelas regides Sul e Norte e, ausente na regido
Nordeste Semiarido (DEANE, 1992). Mesmo com o maior nimero de espécies de primatas
ndo humanos, a Regido Amazonica sempre apresentou taxas de infeccdo consideradas altas,
mas mesmo assim menores do que aquelas observadas nas regides Sudeste e Sul (DEANE,
1976, 1992; LOURENCO-DE-OLIVEIRA & DEANE, 1995), como observado nos resultados
obtidos. Uma das explicacOes seria que além de P. brasilianum, as regides Sul e Sudeste
apresentam infecg¢bes por P. simium. No entanto, a infeccdo de maior frequéncia nessas areas
é por P. brasilianum (46,3%), sendo ainda superior a da Regido Amazdnica. Sabe-se que 0
género Alouatta é o mais susceptivel quando comparada com os demais, sendo o Alouatta
guariba e o Alouatta clamitans as espécies mais frequentemente encontradas infectadas, no
entanto, estas espécies ndo sdo encontradas na Regido Amazonica (DEANE, 1992). Além
disso, com a vasta destruicdo da Mata Atlantica, as espécies do género Alouatta sdo as que

mais sobrevivem em fragmento de floresta, pois sdo animais folivoros (MILTON, 1980;

37



Discussao

BICCA-MARQUES & CALEGARO-MARQUES, 1995), sobrevivendo bem nessas
condigdes mesmo em grandes grupos. Em algumas regides a sua densidade tem determinado a
prevaléncia de malaria de primatas ndo humanos, juntamente com a espécie Ateles chamek
(DEANE et al., 1969; DEANE, 1976; LORENCO-DE-OLIVEIRA & DEANE, 1995). As
Unicas especies do género Alouatta analisadas no presente estudo, foram exemplares de
Alouatta puruensis e Alouatta caraya, que se mostraram negativas para infecgdo por P.
brasilianum. No entanto, Alouatta puruensis tem sido frequentemente encontrado infectado
na Amazonia Brasileira (DEANE & ALMEIDA, 1967; DEANE et al.,, 1969; DEANE;
FERREIRA-NETO 1969).

A percentagem de primatas ndo humanos infectados por Plasmodium em nosso
estudo (10,3%) é quase a mesma daquela observada em estudos anteriores (DEANE, 1992;
LOURENCO-DE-OLIVEIRA & DEANE, 1995). Estudos similares realizados em Florestas
da Guiana Francesa relataram elevada prevaléncia de anticorpos contra a proteina CSP de P.
malariae/P. brasilianum (73%) (VOLNEY et al., 2002), bem como uma elevada taxa de
infeccdo (11,3%) obtida pela analise por PCR (FANDEUR et al., 2000) em primatas nao
humanos selvagens.

Nossos resultados apresentaram maior prevaléncia de P. brasilianum em animais
selvagens (12,6%) do que em animais criados em cativeiro (4,1%). Wolfe et al., (2002)
obtiveram resultados diferentes com orangotangos da Indoneésia, sugerindo que a alta
prevaléncia de Plasmodium em animais de cativeiro esta relacionado ao aumento do nivel de
estresse causado pela mudanca de comportamento do animal ao novo ambiente de cativeiro,
tais como diminuicdo do uso de arvores, a desnutricdo e a sua maior proximidade aos seres
humanos, contribuindo para os niveis mais elevados de infec¢gdes. No entanto, os animais do
Parque Ecologico de Porto Velho vivem em cativeiro ha longo tempo e provavelmente ja
estdo adaptados a esta condicdo e, os animais apreendidos pelo IBAMA foram analisados
logo apos a apreensdo e, sdo principalmente animais adultos adaptados as condi¢fes de
animais de estimacao.

InfeccBes incomuns em micos, animais da familia Callitrichidae, foram encontradas
em areas com instabilidade ambiental (construcdo de hidrelétricas) (DE ARRUDA, 1985;
THOISY et al., 2000), o0 mesmo ocorreu em nossas analises na qual observamos um caso
inesperado de infeccdo em Aotus nigriceps originario de areas afetadas pela construcdo das

usinas do Rio Madeira — Porto Velho/RO. Estas infec¢Ges podem estar associadas ao elevado
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estresse de potenciais hospedeiros que passam por alteracdes de habitat naturais, devido a
acdo antropica (ULLREY, 1993).

Infeccdo por P. brasilianum € bem comum em diversas espécies de macacos,
principalmente Cebidae e Atelidae, e raramente em exemplares da familia Callithricidae
(LOURENCO-DE-OLIVEIRA & DEANE, 1995). Em parte, isto pode estar relacionado a
morfologia do animal (tamanho do corpo), a sua socioecologia (nimero de individuos no
bando) e ao seu comportamento (uso de abrigos noturnos) (DAVIES et al., 1991; NUNN &
HEYMANN, 2005), o que favorece ou nao o ataque por vetores da malaria. Observamos 10
espécies de primatas ndo humanos infectados por Plasmodium dentre as quais a espécie com o
segundo maior nimero de espécimes avaliadas, aléem da maior taxa de infecgdo (27,3%) foi a
Pithecia irrorata (Familia Pitheciidae).

A familia Pitheciidae apresentou a maior taxa de infeccdo enquanto que nenhuma
espécie da familia Callitrichidae foi infectada. As espécies da familia Callitrichidae s&o
menos susceptiveis a infec¢do por Plasmodium (LOURENCO-DE-OLIVEIRA & DEANE,
1995). Somente duas espécies da familia Callitrichidae foram descritas com plasmadio,
Saguinus geoffroyi e Saguinus 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 Brasil, tais espécies apresentam
frequentemente resultados negativos para infecgdo por Plasmodium (DEANE, 1967, 1992).
No entanto, algumas espécies da familia Callitrichidae sdo experimentalmente susceptiveis
tanto ao P. simium quanto a alguns plasmodios humanos (DEANE, 1967). Os abrigos
noturnos utilizados por estes animais bem como o0 peso e o0 tamanho do bando aparentemente
ndo favorecem o contato dessas espécies com os vetores da maléria (DAVIES et al., 1991).

Em geral, as espécies de maior dimensdo e que vivem em grandes grupos
apresentaram elevada taxa de infeccdo: Pithecia irrorata (27,3%), Ateles chamek (13,6%) e
Lagothrix cana cana (12,5%). As espécies Chiropotes albinasus e Callicebus dubius
apresentaram taxa de infeccdo de 50%, mas apenas dois espécimes de cada espécie foram
analisadas, o que resultou nesta alta taxa de infecgdo. Entretanto, a mesma taxa de infecgéo
para Chiropotes chiropotes foi observada por Lourenco-de-Oliveira & Deane (1995) em 6
espécimes avaliadas durante a constracdo da UHE de Balbina em Manaus -AM. Trés das
quatro espécies e subespécies de Chiropotes (HERSHKOVITZ, 1985), foram previamente
descritas infectadas no Brasil, com altas taxas de infec¢des: Chiropotes albinasus - 33,3%
(DEANE, 1976), Chiropotes s. satanas — 11,8% (DE ARRUDA, 1985) e Chiropotes s.
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chiropotes — 18,2% a 50% (LOURENCO-DE-OLIVEIRA & DEANE, 1995), evidenciando
que este género apresenta maior suscetibilidade ao Plasmodium.

Sapajus apella, antes considerada como subespécie da espécie Cebus apella, foi uma
das espécies com maior nimero de espécimes avaliados. Animais dessa espécie sdo
comumente encontrados em sua area de distribuicdo, além de ser uma das espécies de
preferéncia para criagdo como animal de estimagdo. No entanto, estudos anteriores
demonstraram que a espécie Sapajus apella apresenta uma taxa de infeccdo baixa para
maléria (DE ARRUDA, 1985; DEANE, 1992; FANDEUR et al., 2000), corroborando 0s
nossos resultados.

Das espécies de primatas ndo humanos infectadas por P. brasilianum, registrou-se
uma espécie, Aotus nigriceps, a qual foi descrita pela primeira vez como sendo naturalmente
infectada. Embora, esta espécie seja uma das principais espécies utilizadas como modelo
experimental nos estudos da maléria humana e apresente susceptibilidade ao P. brasilianum e
ao P. simium (COATNEY et al., 2003), o0 género Aotus sempre apresentou-se negativo nas
pesquisas epidemioldgicas, exceto um exemplar de Aotus vociferans, encontrado no Peru, a
partir do qual Collins et al., (1985) isolaram a cepa conhecida como I/CDC de P. brasilianum.
A razdo para a auséncia de infeccdo por Plasmodium deve-se ao fato de que a espécie Aotus é
a Unica dentre os primatas neotropicais com habitos noturnos (GARCIA & BRAZA, 1987),
dormindo durante todo o dia em ocos de arvores e saindo apenas no periodo da noite. Esta
caracteristica diminui o contato com os vetores da malaria (DUDLEY & MILTON, 1990), os
quais tem o habito de se alimentar de seus hospedeiros no periodo noturno quando estes estao
em repouso (DAVIES et al., 1991).

Ao contrério do P. brasilianum, a infeccdo por P. simium esta restrita a trés espécies
de macacos da Mata Atlantica. No entanto, nunca foi descartada a possibilidade deste parasita
infectar outras espécies de primatas ndo humanos bem como de ser encontrada em outras
regides do Brasil (DEANE, 1992; LOURENCO-DE-OLIVEIRA & DEANE, 1995). Dentre
essas trés espécies de primatas ndo humanos, uma esta presente na Amazonia, Alouatta
caraya. No presente estudo apenas quatro exemplares desta espécie foram analisados, e
nenhum caso de infec¢do por P. simium em primatas ndo humanos foi encontrado. Deane
(1992) indicou que o P. simium, s6 foi encontrado em regides em que 0 mosquito An. cruzii
estava presente.

An. cruzii tem sido descrito como o transmissor da malaria de primatas ndo humanos

no Brasil, encontrando-se naturalmente infectado por P. brasilianum e P. simium (DEANE et
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al., 1970). Além disso, é descrito como o potencial vetor que transmite a malaria de primatas
ndo humanos aos humanos nas regides Sul e Sudeste do Brasil devido ao seu comportamento
acrodendrofilico e dispersdo vertical (DEANE, 1992). Esse vetor é ausente na Regido
Amazonica e o P. simium também, fatos confirmados por nossas analises. No entanto,
confirmamos igualmente que a circulagdo de P. brasilianum em primatas ndo humanos é
comum na Regido Amazonica. O vetor que transmite P. brasilianum na regido Amazonica
ainda ndo esta definitivamente determinado. Lourenco-de-Oliveira & Luz (1996) sugerem 5
espécies de mosquitos vetores, An. mediopunctatus, An. nuneztovari, An. oswaldoi, An.
triannulatus e An. shannoni, por serem as espécies mais abundantes e de maior presenca na
copa das arvores durante as pesquisas entomolégicas realizadas nas areas das UHEs de
Samuel (Porto Velho) e Balbina (Manaus).

O An. darlingi, principal vetor da malaria humana na Regido Amazonica (TADEI &
THATCHER, 2000; FORATTINI, 2002), ndo possui relacdo com a transmissdo da maléria de
primatas ndo humanos na regido, segundo Lourengo-de-Oliveira & Luz (1996). No entanto,
estudos anteriores ndao descartam a participacdo do An. darlingi na transmissdo da malaria de
primatas ndo humanos, uma vez que esta espéecie apresenta a capacidade de alimentar-se nao
apenas proximo ao solo, mas também na copa das arvores (DEANE et al., 1953), além de
apresentar-se positivo ao P. brasilianum/P. malariae (DE ARRUDA et al., 1989).
Similarmente, registramos o fato de o An. darlingi ter apresentado susceptibilidade a infeccao
ao P. brasilianum evidenciada por meio do xenodiagndstico, cuja taxa de infeccdo foi de
17,5% associada a presenca de oocistos nos estbmagos de An. darlingi.

Alteracdes ambientais podem afetar o comportamento natural dos animais e vetores e
facilitar o contato entre 0 homem e os primatas ndo humanos (FANDEUR et al., 2000). A
densidade de Anopheles tende a aumentar e alguns vetores exibem uma conversdo de habitos
essencialmente zoofilicos a antropofilicos (PATZ et al., 2000). Além disso, dos 5 anofelinos
considerados possiveis vetores da malaria de primatas ndo humanos na Regido Amazonica
(LOURENCO-DE-OLIVEIRA & LUZ 1996), quatro deles (An. mediopunctatus, An.
nuneztovari, An. oswaldoi e An. triannulatus) também sdo considerados vetores secundarios
ou ocasionais da malaria humana (DE ARRUDA et al., 1986; OLIVEIRA-FERREIRA et al.,
1990; BRANQUINHO et al., 1993), de modo que nédo se pode descartar a possivel situacéo
zoonotica em nossa regido. Embora os ciclos de transmissdo da malaria humana e dos

primatas ndo humanos sejam aparentemente independentes uns dos outros, infec¢cdes humanas
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esporédicas atribuidas ao parasita da malaria de primatas ndo humanos podem ocorrer em
areas com alteracfes ambientais (FANDEUR et al., 2000, VOLNEY et al., 2002).

A alta taxa de infeccdo por Plasmodium sugere elevada circulacdo de P. brasilianum
em primatas locais, 0 que pode manter a maldria humana residual na regido. Casos de
infeccdo por P. malariae em humanos apresentam taxas anuais de incidéncia de menos de 1%
na Amazénia (WHO, 2005). No entanto, essa taxa pode ser subestimada devido aos
problemas de diagndstico microscépico discutido anteriormente. Cavasini et al., (2000)
observaram taxas subestimadas de infeccdo por P. malariae em populacGes do Estado de
Rondonia. Da mesma maneira observamos uma taxa de infeccdo de 3,3% por P. malariae nas
amostras de origem humana na regido de Porto Velho, nunca antes registrada. Além disso,
estudos soroldgicos encontraram niveis elevados de prevaléncia de anticorpos contra P.
brasilianum/P. malariae em tribos indigenas na Bacia Amazonica do Brasil (DE ARRUDA et
al., 1989). Os autores consideraram que estas taxas de infeccdo por P. malariae em humanos
estavam relacionadas a presenca de primatas ndo humanos mantidos pelos indios como
animais de estimacdo. Ciclos enzooticos silvestres envolvendo primatas ndo humanos na
regido Amazénica ja foram identificados tanto para a dengue como para febre amarela
(GUBLER, 2002; WHO, 2012) e um processo similar pode estar ocorrendo com P.
malariae/P. brasilianum.

Os dados obtidos no presente trabalho demonstram que a circulagdo de P. malariae e
P. brasilianum em humanos e primatas ndo humanos existe em nossa regido apesar do seu
negligenciamento devido a diagnésticos errbneos dos casos humanos, os quais dificultam a
compreensdo da participacdo dos primatas ndo humanos na dindmica de transmisséo da
malaria humana na regido.

Dados genéticos sugerem que a transferéncia entre o hospedeiro humano e primatas
ndo humanos de P. malariae e P. brasilianum ocorreu recentemente, mas a direcdo, ainda é
desconhecida devido a escassez de sequéncias de amostras de primatas ndo humanos (TAZI &
AYALA, 2011). Com base nos dados disponiveis atualmente, existe a possibilidade de P.
malariae ter derivado de P. brasilianum, sendo, desta forma, considerada uma zoonose (TAZI
& AYALA, 2011; GUIMARAES et al., 2012). A transferéncia de espécies de Plasmodium
entre 0s hospedeiros pode ser comum em areas onde 0s dois coexistem com potenciais
vetores.

O presente trabalho relata o caso inédito de DNA positivo para P. falciparum em

primatas ndo humanos na Amazonia. Apesar de ndo encontrar infec¢do por P. brasilianum em
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Alouatta puruensis, este apresentou uma infeccdo por P. falciparum, além das espécies
Callicebus brunneus e Lagothrix cana cana, as quais apresentaram infeccOes mistas (P.
falciparum + P. brasilianum). O primeiro caso de P. falciparum em primatas ndo humanos no
Brasil foi descrito em duas espécies de Alouatta (Alouatta guariba e Alouatta caraya) da
Mata Atlantica por Duarte et al., (2008). Estudos anteriores sempre apresentaram dados
soroldgicos com alta prevaléncia de anticorpos contra P. falciparum, sugerindo que estes
animais tiveram contato com este parasito (VOLNEY et al., 2002; DUARTE et al., 2006).

A espécie P. falciparum nunca tinha sido encontrada naturalmente em primatas nao
humanos silvestres, e foi considerada por décadas, espécie exclusiva de humanos, apesar de
serem susceptiveis ao P. falciparum sob condicdes experimentais (CADIGAN et al., 1966;
PORTER & YOUNG, 1967; COLLINS et al., 1968; CONTACOS & COLLINS, 1968;
YOUNG & BAERG, 1969). No entanto, este conceito historico foi contestado recentemente,
desde a deteccdo de P. falciparum em chimpanzés, bonobos e gorilas na Africa (LIU et al.,
2010; RAYNER et al., 2011). Além disso, esses primatas ndo humanos apresentam uma
diversidade de espécies de Plasmodium filogeneticamente semelhantes ao P. falciparum e P.
reichenowi (ESCALANTE & AYALA, 1994; ESCALANTE et al., 1995; JEFFARES et al.,
2007). Isto indica que por longo tempo os macacos africanos tenham sido um reservatorio de
P. falciparum comprometendo as medidas de controle aplicadas até hoje.

Com o achado do presente trabalho, e a possibilidade do P. falciparum infectar
outras espécies de macacos do Novo Mundo, o cenario epidemioldgico da malaria na América
do Sul se torna preocupante. A taxa de infeccdo por P. falciparum nos primatas ndo humanos
em nossos estudos em Rondonia foi superior ao encontrado por Duarte et al., (2008). Esses
dados sugerem que este tipo de infeccdo pode ndo ser uma raridade como questionado por
Cormier (2010) e a possibilidade de primatas ndo humanos serem reservatério de P.
falciparum nédo pode ser descartada.

Nos ultimos anos, a malaria falciparum vem apresentando um declinio significativo,
desde a adocdo de terapia combinada com artemisinina pelo Ministério da Saude e
recomendada pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS). A partir de 2006, o Brasil
vislumbra uma reducdo na proporcdo de casos de malaria falciparum significativa, quando
nesse ano apresentou aproximadamente 26% de laminas positivas para P. falciparum, e em
2012 essa proporcdo caiu para 14%. Em Rondonia, essa diferenca foi ainda maior, 24% e
3,9%, respectivamente (BRASIL, 2013).

43



Discussao

Nesse cenério, e admitindo que os primatas ndo humanos possam albergar o P.
falciparum podemos questionar se a maléria falciparum residual, que é observada em muitas
areas do estado de Rondonia, possui uma relagdo com a malaria falciparum dos primatas ndo

humanos, principalmente em areas de florestas com variados graus de intervencdo humana.
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6. CONCLUSAO

Os dados obtidos e os fatos originais observados no presente estudo vem somar-se a
outras indicacOes da existéncia de interacfes entre a malaria humana e a de primatas nao
humanos. Entretanto, ndo permitiu o esclarecimento de fatores no sentido em que ocorre a
infeccdo, se do homem para o animal, ao animal para 0 homem, ou em ambos os sentidos, da
sua dindmica, frequéncia de ocorréncia, e dos processos ecoldgicos envolvidos.

Dessa forma, podemos concluir que:

v' 0 presente estudo confirma resultados de estudos anteriores de Deane e colaboradores
sobre a extensa distribuicdo de infeccBes naturais pelo P. brasilianum em numerosas
espécies de primatas ndo humanos da Regido Amazoénica e inclui infeccdo de uma
espécie (Aoutus nigriceps) nao descrita anteriormente, mostrando que a lista de
hospedeiro natural de Plasmodium ainda esta incompleta;

v' infeccbes por P. simium ndo detectadas nas amostras de sangue de primatas ndo
humanos, ndo exclui a possibilidade da existéncia de circulacdo de P. simium na
regido, ja que a amostragem de primatas ndo humanos susceptiveis naturalmente a esta
espécie de Plasmodium foi muito pequeng;

v" infec¢cBes humanas por P. malariae existe na regido em localidades onde populacGes
de primatas ndo humanos vivem proximos as areas de habitacdo humana;

v DNA positivo para P. falciparum em primatas ndo humanos de diferentes espécies em
diferentes localidades de Rondbnia pode esta relacionado com a manutencdo da
malaria falciparum residual mantida em algumas regides do Estado.

v’ estes resultados mostram a importancia da acdo constante dos 6rgdos responsaveis
pelo controle da maléria, ja& que a possibilidade de um reservatorio de malaria de
dificil inclus@o nas medidas atualmente utilizadas para o controle da doencga, possa ser
responsavel por focos de epidemias, manutencdo da maléria residual e o

reaparecimento da malaria em areas ja controladas.

O esclarecimento de fatores intervindo na interacdo entre malaria humana e de
primatas ndo humanos exigem aprofundamento das analises moleculares, em nimero e em
extensdo gendmica de parasitas de origem humana e simiana, possiveis preliminarmente, a

partir do material obtido de ambos hospedeiros neste estudo.
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E positivo assinalar que os resultados obtidos no presente estudo indicam que o
Estado de Ronddnia com suas peculiaridades ambientais, provocadas ou ndo pelo ser humano,
é um local em que pesquisas desse tipo devem ter continuidade e podem levar a resultados

esclarecedores da inter-relacdo da malaria de primatas humanos e ndo humanaos.
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Anexos

Anexo 1: Certificado da Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal

®
IPEPATRO

INSTITUTO DE PESQUISAS
EM PATOLOGIAS TROPICAIS

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
INSTITUTO DE PESQUISAS EM PATOLOGIAS TROPICAIS

Rua da Beira, 7671 BR364 Km 3,5, CEP 78912-000, Porto Velho, RO, Brazil
Telefone: (55) (69) 3219-6010 - Fax: (55) (69) 3219-6000

' CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo projeto 2009/1 registrado sob no 2009/1 na folha 5 do livro 1 da
Comisséo de ética no uso de Animais do IPEPATRO (CEUA IPEPATRO), sob a responsabilidade do
Ms. Luiz Herman Soares Gil coordenador do projeto intitulado “Estudos sobre a malaria de primatas nio
humanos e sua relagdo com a maléria humana no Vale do Rio Madeira”, esta de acordo com os Principios
Eticos de Experimentagio Animal (COBEA) ¢ foi aprovado pela Comissdo de ética no uso de Animais do

IPEPATRO (CEUA IPEPATRO), em 11 de setembro de 2009.

Porto Velho, 11 de setembro de 2009.

R

N /)
Relatores: LXQQ;* = A AR

JOSERCEUE=N
- Dra. Juliana Pavan Zuliani (Presidente CEUA IPEPATRO

O (/7
- Dra. Izaltina Silva Jardim g @éﬂ'
U
-Ms. Luiz Herman Soares Gil 7% ”/Zé »

T~
\
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Anexos

Anexo 2: Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica

Ministério do Meio Ambients - MMA
Institute Chico Mendes de Conservacio da Biodiversidade - ICMBio
Sisterna de Auterizacdo e Informagao em Biodversidade - SISBID

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Niamero: 14081-3 Data da Emissio: 3000472010 15:37

Dados do fitular

Nome: Maisa da Siva Aralio CPF: 740.735.002-00

Titule de Projeto: Estudos sobre a malaria de primatas nde humanos e sua relagSo com @ malaria humana no Vale do Rio Madeira — Porto

Velho/Rondonia

CNPJ: D3. 480 75000 1-20

Mome da Instituigdo : Instituto de Pesquisas em Patokogias Tropicais

Cronograma de atividades

7 Descrican da atividade Inicio (mes/ano) [Fim [mésfanc]
1 | Coleta de sani & xenodlagnosticn dos aas do L2 ecoidgico & area de Sto Antdnio 02009 0372011
T Em N0 parque EEE] L] [kl a] [k

D& aCOND0 COMM 0 ar. 33 03 IN 15472004, esla autorZaca0 [8m prazo de valldade equivalents 30 prewisio No Cronograma oe abvidades do projio.

Observagbes e ressalvas

.ﬂ\sarﬂﬁﬁcan'p:mﬁwmﬁﬁnmjmmm;&mmmnmnrmmz e IMplguEm o aN0E £
1 | materals, fendo por oojeto coletar dados, materals, espacimes Diologicos e minerals, pecas Ind da cultura nativa e cultura ar, DTeGenis & passa oa,
0blidos por meio de rcUrs0s & 1ecnicas que s2 destinem a0 estudo, 3 dfusdo ou 3 pesquUisa, sajelias 3 autorizagdo do Ministéro de Cléncia e Tecnologla.

Eta autonzagao ndo xime o Bhular & 3 5Ua equipe da necessidade de obier a5 anuinclas pravisias em oulros Instrumentos I=gals, bem como do consentimento do

2 | resporsavel pela area, pdbilca ou privada, onde sera realizada a athvidade.
3 | Ceia auonzagan nao BET Dara TNE COMETsas, MOUETAE, SEpOrvoE OU Dala IealZapas O¢ S0VI0a0es INETENTEs a0 DIOCEEED 08 [CEnsEameni

4 | Licenca para imporiago ou exportagdo de fiora e fauna - CITES e ndo CITES). Em caso de material consignaca, consuite wiww.|Cmiska. gov. brisisbio - menu
Exportagio.

amilental de empreendimentos. O maberal iologico coletado deverd ser ullizado para atvidades centiicas ou didaticas no dmbito do ensing suparior.
B ELNONZaa0 pard envio a0 Sxienor CIOgICD Man conslgn VETA B&T TEqUENTa por Melo d0 Sndereqs 0 WA [Daa. gioe of [Seraigis orHne -

0 titular de licenga ou aUorzagio @ o5 membros da 5ua equips deverdn opiar por meodos de coleta e Instrumentos de capiura dreclonados, BEmpre que poEsivel,
5 | a0 grupo txondmico de Intaressa, evitando 3 mors ou dano significativo a outros gnupos; & empregar es%orgo de coleta ou captura que ndo comprometa 3 viabildads
de populaghes do grupo Exondmico de Inieresse em condig3o In situ.

Esie documento nao dispensa o cumprimento da legislagao que dsple sobre acesso 3 componente do patimanio genético existents no temidno nadional, na
:}L!‘la"".:ﬂl'ﬁ continental & na zona econdmica exciusiva, ou a0 conhedmento fradiclonal associado 30 patrimanio genstico, para fins de pesquisa clentMca,

o

amea;aclzs de extingdo, B:hreexpluzcas ou mEa;ar.aa de EDU'E@GI:IIE{}ED.

Outras ressalvas

[T [Esta autonzag3o nao contempla a manutengso temporara em cativeiro de especimes da Ordem Primates capfurados in siu

Equipe
El Home Fungao CPF Doc. Identidads Maclonalldads
1 | Rafagl M i3 Basios Cne Shiogo T30.429.602-00 57712 35P-RO
2 | Marvaiko %rgu&s Figuelrd VElEnang ITTIREITETE TEEEE Chmv-Rig EESIEF]
3 | Lulz Hildebrando Pereira da Siha parasioiogisia D26.767.885-68 1136046 s=p 5p-5P
I [CORJESUEFE ] 2k [ W& oL ESE AT L b R e Y e Era=lela
5 | Lulz Herman Soares Gl entomioglsia 341344 500-25 35625 BEp-RO
5 | Joand O I Meves CoGa Blomedica T s TELJE0EEd SoPoP-ar EESIEF]
7 | Marluce Rezende MasEas Mastozooioglsta B61.296.646-72 M4 554 137 55P MG-MG Erasligira
T [Waurm Shugino Tada WEdico LR Rk BELLST T SR
Locais onde as atividades de campo serdo executadas
7 Municipio UF [ Descricao do kocal Tipa
1 | PORTS VELHD RO Parque MNalural Munipal ge Porto Vielha UC Municipal
2 [ PORTOVELHD 5] maﬁﬁﬁ:ﬁm?ﬁmﬁmmma Fora ge Ui

Este documento (Autorizagio para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugio Normativa n®154/2007. Através do codigo

de autenticagio abaixo, qualquer cidadSo podera verificar a awtenticidade ou regularidade deste decumento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Intemet (waw_icmibio.gov bir'sisbio).

Codigo de autenticagao: 99784695
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Anexos

Anexo 3: Licenga permanente para coleta de material zooldgico

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservac 3o da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagdo e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO

Licenca permanente para coleta de material zooldgico

Namero: 17302-1 | Data da Emissao: 16/08/2010 17:49
Dados do titular
Mome: Mariluce Rezende Messias CPF: 661.296.646-72
Nome da Institui¢do : Fundacio Universidade Federal Ronddnia CNP.J: 04.418.943/0001-90

Observacdes e ressalvas

1

As afividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territorio nacional, gue impliquem ¢ deslocamento de recurses humanos e
materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biologicos e minerais, pecas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente & passa da,
obtidos por meio de recursos e técricas que se destinem ao estudo, & difusio ou & pesquisa, estdo sujeitas a autorizagio do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Alicenga permanente nao € valida para: a) coleta ou transporte de especies que constem nas listas oficiais de especies ameacadas de extingao; b) manutengao de
espécimes de fauna silvestre em cativeiro; ¢) recebimento ou envio de material biologico ao exterior; e d) realizagdo de pesquisa em unidade de conservacac federal
ou em caverna. A restrigio prevista no item d néo se aplica as categorias Reserva Particular do Patrimdnio Natural, Area de Relevante Interesse Ecologico e Area de
Protecfio Ambiental constituidas por terras privadas.

O pesquisador titular da licenga permanente, quando acompanhado, devera registrar a expedicdo de campo no Sisbio e informar o nome e CPF dos membros da sua
equipe, bem como dados da expedigfio, gue constardo no comprovante de registro de expedicao para eventual apresentagio a fiscalizag do;

Esta licenca permanente nao exime o seu titular da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como do consentimento do
responsavel pela drea, publica ou privada, onde sera realizada a atividade.

Esta licenca permanente nao podera ser ufilizada para fins comerciais, industriais ou esportivos ou para realizacao de atividades integrantes do processo de
licenciamento ambiental de empreendimantos.

Este documento NAD exime o p isador titular da n idade de atender ao disposto na Instrugas Normativa Ibama n® 27/2002, que regulamenta o Sistema
Nacional de Anilhamento de Aves Silvestres.

O pesquisador titular da licenga permanente sera responsavel pelos atos dos membros da equipe (quando for o caso)

O orgdo gestor de unidade de conservagio estadual, distrital ou municipal podera, a despeito da licenga permanente e das autorizagbes concedidas pelo ICMBio,
estabelecer outras condigdes para a realizacdo de pesquisa nessas unidades de conservagéo.

O titular de licenga ou autorizagao e os membros da sua equipe deverao optar por metodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,
a0 grupo taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforco de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populacdes do grupo taxondmico de interesse em condigio in situ_

O titular da licenga permanente devera apresentar, anualmente, relatorio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias apos o aniversario de
emissdo da licenga permanente.

O titular de autorizacao ou de licenga permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da viclagao da legislagao vigente, ou quando da inadequagao,
omiss&o ou falsa descricdo de informacdes relevantes que subsidiaram a expedicdo do ato, podera, mediante decisdo motivada, ter a autorizagéo ou licenca
suspensa ou revogada pelo ICMBio e o material biclogico coletado apreendido nos termos da legislaggo brasileira em vigor.

A licenga pemmanente sera valida enguanto durar o vinculo empregaticio do pesquisador com a instituicdo cientifica a qual ele estava vinculado por ocasido da
solicitaco.

Este documento nao dispensa o cumprimento da legislacao que dispoe sobre acesso a componente do patrimonio genetico existente no terntorio nacional, na
plataforma continental & na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patrimdnio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospecgio e desenvolvimento tecnologico.

As atividades contempladas nesta autorizagio NAQO abrangem espécies brasileiras constante de listas oficiais (de abrangéncia nacional, estadual ou municipal) de
espécies ameagadas de extingdio, sobreexplotadas ou ameagadas de sobreexplotagéo.

Qutras ressalvas

| 1

- ressalvamos & solicitante que, pelo disposto no Tnciso T do Artigo T2 da IN T54/07, a Licen¢a Permanente ndo é valida para coletaltransporte de
espécies que constem nas listas oficiais de animais ameacados de extingdo.

Taxons autorizados

# Nivel taxonomico Taxon(s)

1 | FamiLA Cebidz_ie, Pitheciidae,_ Amphis_bagnidae: ?oidae, quubl_'idae: EIapidge._Gekkonida_e. Gymn_ophihalm?dae: lguanidae,
Lacertidae, Loxocemidas, Scincidae, Teiidae, Tropiduridae, Callithrichidae, Viperidas, Actidae, Atelidae

2 | ORDEM Caudata, Anura, Gymnophiona

3

Destino do material biolégico coletado

#

Nome local destino [ Tipo Destino

E
[ 1 |Fundag#o Universidade Federal Rendénia | colegdo

Este documento (Licenca permanente para coleta de matenal zoologico) foi expedido com base na Instrucio Normativa n®154/2007. Através do

codigo de autenticagdo abaixo, qualguer cidadio podera verificar a autenficidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do

Sisbio/ICMBio na Intemet (www.icmbio.gov.brisisbio).

Cédigo de autenticagdo: 73117242 HHIM'H ‘"HI"‘

| Pagina 172
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Anexos

Anexo 4: Parecer Consubstanciado do CEP

Plataforma Brasil - Ministéno da Saude

CENTRO DE PESQUISA EM MEDICINA TROPICAL - CEPEM

PROJETO DE PESQUISA

TituIO:ESTUDDS SOBRE A MALARIA DE PRIMATAS NAO HUMANOS E SUA REI:A(;AO COMA
MALARIA HUMANA NO VALE DO RIO MADEIRA ¢ PORTO VELHO/RONDONIA
Area Tematica:

Pesquisador: Maisa da Silva Araujo Versao: 1
Instituigao: FUNDACAO OSWALDO CRUZ NOROESTE CAAE:05373012.6.0000.0011

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Numero do Parecer: 77561
Data da Relatoria: 10/08/2012

Apresentacédo do Projeto:

O presente projeto pretende estudar a correlacdo genética entre as cepas de plasmaodio infectando primatas
ndo humanos e a populacéo humana local. Indicando o importante fator ainda ndo bem estudado do papel de
primatas n&o humanos como reservatério zoonético.

O P. brasilianum e o P. simium sdo muito diferentes, mas ambos s&o infectantesw ao homem. Sendo o primeiro
idéntico ao P. malarie responsavel por infeccdes em humanos e o P. simium com o P. vivax, responsavel pela
maior parte de infeccdes em humanos, séo indistinguiveis morfologicamente e molecularmente.

O reaparecimento repentino do P. malarie na regido Amazonica, sugere ser resultado do contato do homem
com primatas ndo humanos, principalmente populacdes indigenas, pessoas ligadas as industrias madereiras,
garimpo e pesca. Esta especulagdo tem relevancia importante no controle da doenca, pois levanta a hipotese
de que primatas ndo humanos séo possiveis reservatorios de malaria humana.

Objetivo da Pesquisa:

Estudar a malaria de primatas ndo humanos e sua relacéo com a malaria humana no Vale do Rio Madeira,
Porto Velho-RO

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

O presente projeto nédo apresenta risco, pois as amostras humanas ja foram obtidas dos pacientes pelos
projetos anteriors

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

O projeto tem extrema relevancia para o controle da doenca, respeitando a ética em pesquisa uma vez que as
amostras humanas que serédo utilizadas sédo de projetos ja aprovados pelo CEP/CEPEM com previsdo para
estudos posteriores.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Todos os termos de apresentacéo encontram-se dentro da resolucédo 196/96

Recomendagdes:

Todos os pesquisadores responsaveis pelas amostras devem regularizar sua situacéo guanto ao biorrepositorio
conforme a resolucéo 441/2011.
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Anexo 5: Alinhamento completo das sequéncias obtidas de P. brasilianum de primatas foram
comparadas com sequéncias de referéncia para espécies depositadas no GenBank.

10 20 30 40 50 60

| | | | | |

Pm Uganda 1 ATAttaaaattgttgcagttaaaacgCTCGTAGTTGAATTTCAAGGAATCAATATTTTAA
Pm PNG T T e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Pb T e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
539 Tt e e e e e e e e e e e e e
S69 T o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
S141 Tl . et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Pf ATAttaaaattgttgcagttaaaacg.................. A..... G.oooov -
Pv ATAttaaaattgttgcagttaaaacg.................. A..... G.ovvvi i A

70 80 90 100 110 120

[ [ [ [ [ [
Pm Uganda 1 GTAATGCTTTGTATATTTATAACATAGTTGTACGTTAAGAATAACCGCCAAGGCTTATAT

Pm PNG e AL i e A....... CG......
Pb AL e A....... CG......
S39 e A......... Covnnnl A....... CG......
S69 e A e A....... CG......
S141 e A e A....... CG......
pE = T TAACTATT-—————————— CTAGGGGAAC.AT
Pv GCAACGCT.CT-—————————=————————— AGCTTA---A-—————— TCCACATAAC.GA

130 140 150 160 170 180

[ [ [ [ [ [
Pm Uganda 1 TITTTCTGTTACATTTTGTTTTATTAATATATATATGCGTTCTTATTATAAAAATGATTC
PILPNG ottt
2
S8 e
S0 e
SLAL e
Pf ...AG..T..GGCT..AA.ACGC..CC.C...TAT.AT...... TAA....C..A.....
Pv .AC...GTA.CGAC..... GCGCA.TT.GCTAT...GT...... T.A..T....oo....

Pm Uganda 1 TTTTTAAAATTCTTTTGTATAATTTTTTATGCATGGGAATTTTGTTACTTTGAGTAAATT
P PNG e e e e e e e
2
S 30 e e e e e e
S
T
PE i C.CCACT.T.GC....GCT.TTT....Geiii ittt
Pv Lol GGACT..C.T.GC-———- ..CGGCTTG.AAGTCC. . v it e i i i e i e e

250 260 270 280 290 300

[ [ [ [ [ |

Pm Uganda 1 AGAGTGTTCAAAGCAAACAGTTAAAACAGTTTCTGTGTTTGAATACTACAGCATGGAATA
Pm PNG e
P e
S 30 e e
S0 et
S 1AL e et
PE e G T. A Teiiinnn..
Pv. A..T.G..=..G.GCC.....i ...
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310 320 330 340 350 360

| | | | | |
Pm Uganda 1 ACAAAATTGAACAAGTCAGAAGTTT--GTTCTTTTTTCTTATTTTGGCTTAGTTACGATT

Pm PNG e T
Pb e T
S39 e e Y
S69 e Y
S141 e T T e e e e
PE O
Pv ... T . e

370 380 390 400 410 420

Pm Uganda 1 AATAGGAGTAGCTTGGGGGCATTTGTATTCAGATGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTTC
PIl PNG e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
20
S 30 e e e e e e e e e e
S0 e e e e e e e e e e e e
S LA L e e e e e e e e e e e e e
PE e 2
PV e e e e e e e e e e e e e

Pm Uganda 1 TGGAGACAAGCAACTGCGAAAGCATATGCCTAAAATACTTCCATTAATCAAGAACGAAAG

Pm PNG e T e e
Pb e T o e e e
S39 e T o e e
S69 e T o e e
SL141 e T o e e e
= G.A. ... i T
Pv L. Al T o e e e e

490 500 510 520 530 540

Pm Uganda 1 TTAAGGGAGTGAAGACGATCAGATACCGTCGTAATCTTAACCATAAACTATGCCGACTAG
0 (S
2
1S G 2
S
SLA L e e e e e G....
S

T A....

Pm Uganda 1 GTGTTGGATGATAGTGTAAAAAATAAAAGAGACATTCTTATATATGAGTGTTTCTTTTAG

Pm PNG ... A e e A e e
Pb Al Govonnn A e
S39 Lo Al G....... T
S69 Lo Al G....... AL e e
S141 oo Al G....... AL e e
PE A..... T, o= .C..C.T.CGAG..GA..T....
Pv CTo oo A..AT.TT....... G.A-——-—-—- .T..C.C.TC.GAGT..AT.C....
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610 620 630 640 650 660

| | | | | |

Pm Uganda 1 ATAGCTTCCTTCAGTACCTTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCTGGGGCGAGTATTCG
= =

2
S39 C et e e e e e e
S0 e e e e e e e e
S141 C et e e e e e e e e
Pf e e e e e e
Pv T P

Pm Uganda 1 CGCAAGCGAGAAAGTTAAAAGAACCGACGGAAGGGGAC--ACAGGCGTGGAGCTTGCGGC

Pm PNG e TT. ... CA. . i e
Pb i TT. oo CA. i
S39 e TT. oo CA. i
S69 e TT. oo CA. i
S141 e G.TT............. CA. .
PE TT. ..o CA. e e
Pv e TT——. . o CA. . e

730 740 750 760 770 780

0 = T
] T
S 30 e e e e e e e A
S A
SLAL e e e e e e e e e e e A
P e e e e e e e e T
Pv e A e e e e e T
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